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Apresentacio

Este Manual tem como objetivo fornecer aos técnicos de laboratério, de niveis
médio e superior, e aos demais profissionais da Satde informagoes relativas
a obtenqéo, conservagao, transporte, recebimento e manuseio de amostras
bioldgicas utilizadas para investigacao parasitolégica e imunoldgica de doengas
causadas por Echinococcus.

Sao destacadas as metodologias laboratoriais atualmente disponiveis para o
diagnoéstico da Hidatidose e itens basicos como biosseguranga, mas de conhecimento
necessario para o manuseio de material biolégico. Essas metodologias contam com
a utilizagdo de soro sanguineo e material biolégico, obtidos nas cirurgias, para o
diagnostico diferencial de espécies da referida enfermidade.

Como o Servi¢o de Referéncia Nacional em Hidatidose — SRNH encontra-se
em fase de estruturacéo, nossa intencdo é que este manual seja utilizado pelos
diversos profissionais dos servigos de saide publica, principalmente dos
Laboratérios Centrais de Saide Publica - Lacen localizados nas capitais das
unidades Federativas do Brasil.

O objetivo é orientar acerca dos procedimentos a serem realizados com o
material coletado ou recebido pelos Lacens nas areas endémicas de Hidatidose.
Busca-se a padronizagao com os protocolos de investigacdo do SRNH para que os

resultados sejam obtidos com melhor qualidade e maior fidedignidade.
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Hidatidose Humana no Brasil

As infecgbes parasitarias tém grande importincia na avaliagdo da satde ptiblica
em paises em desenvolvimento como o Brasil, devido as suas altas prevaléncias.
Como no Pais sdo encontradas dreas altamente desenvolvidas em contraste com
outras bastante pobres, a prevaléncia e o espectro parasitario variam muito. Pode-se
dizer que essa varia¢io se deve a diversos fatores observados em diferentes dreas como
as socioecondmicas, educacionais, sanitarias e ambientais.

A Hidatidose, infec¢do parasitaria que acomete o homem e algumas espécies
de animais, possui como agentes etioldgicos helmintos da classe Eucestoda,
do género Echinococcus (RUDOLPHI, 1801). A Organizagio Mundial da
Satde - OMS reconhece quatro espécies do género Echinococcus: Echinococcus
granulosus (BATSCH, 1786); Echinococcus multilocularis (LEUCKART, 1863);
Echinococcus oligarthrus (DIESING, 1863); e Echinococcus vogeli (RAUSCH;
BERNSTEIN, 1972). Além dessas, a utilizacio de ferramentas moleculares
permitiu a caracterizagdo de outras espécies: Echinococcus equinus (WILLIAMS;
SWEATMAN, 1963) e Echinococcus ortleppi (LOPEZ-NEYRA; SOLER
PLANAS, 1943). Recentemente, uma nova espécie — Echinococcus shiquicus
(XTIAO et al., 2005) - foi descrita na China em raposas tibetanas. A importancia
epidemioldgica de cada uma das espécies esta diretamente relacionada a sua
distribuicdo geogréfica especifica.

Na América do Sul, a Hidatidose é uma infecgdo parasitaria de grande relevancia
tanto em animais quanto em humanos, considerando-se que a prevaléncia é maior
do que em outras partes do mundo e que os prejuizos econémicos em func¢do da
sua morbidade geram grandes gastos com cirurgias e tratamentos médicos. Os
casos de Hidatidose Humana por E. granulosus sdo muito mais comuns do que
pelas outras espécies e ocorrem na Argentina, Bolivia, Chile, Colémbia, Equador,

Peru, Uruguai, Venezuela e na regido Sul do Brasil (Figura 1). A infecgdo ocorre,
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emprego de técnicas de biologia molecular, sabe-se da existéncia de variedades

. preferencialmente, nas regides com maior densidade de criagdo de gado. Pelo
. intraespecificas (linhagens ou cepas) em E. granulosus no Rio Grande do Sul.

Figura 1- Distribuicao geografica da Hidatidose Humana por Echinococcus
granulosus na América do Sul e no Brasil

N\ J

Fonte: (ROMANTI, 1995)

E. vogeli é um dos responsaveis pela forma policistica da doenca, também
denominada Hidatidose Neotropical por ter ocorréncia quase exclusiva em areas
tropicais. Os casos humanos ocorreram no Panama, Colémbia, Equador, Venezuela
e Peru. No Brasil, houve relato de casos nas regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste
(Figura 2).

A infec¢do humana por E. oligarthrus, que também desenvolve uma larva
policistica, é rara no Brasil, visto que foram confirmados apenas dois casos. Os

pacientes eram da regido Norte.
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Figura 2 - Distribuicao geografica da Hidatidose Humana por Echinococcus
vogeli na América do Sul e no Brasil

Fonte: (Adaptado de RODRIGUES-SILVA et al., 2002)
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Caracteristicas Morfoldgicas e Ciclos

Bioldgicos dos Agentes Etioldgicos

Os vermes adultos das espécies de Echinococcus medem de 3,9mm a 6,0mm,
com o corpo dividido em escélex globoso, com quatro ventosas e um rostro
armado de duas fileiras de ganchos; colo, ou regido proglotogénica, delgado e
curto; e estrobilo formado por trés ou quatro proglotes, das quais apenas a tltima é

denominada gravida, por conter o ttero repleto de ovos (Figura 3).

Figura 3 - Desenho esquematico das espécies do género Echinococcus
A) Echinococcus vogeli; B) Echinococcus granulosus

4 )
} Escilex

Ventosas T+ Colo
Proglote jovem "\I
Proglote madura

>~ Estrdhilo

_ /’ y,

Fonte: (SERVICO DE REFERENCIA NACIONAL EM HIDATIDOSE, IOC, FIOCRUZ)

A forma larvaria (cisto hidatico, Figura 4), vulgarmente chamada de vesicula

aquosaoubolha d’agua, apresenta-se como uma esfera cheia deliquido transparente.
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Externamente, é composta pelas membranas adventicia, anista e germinativa.
A membrana adventicia é uma reacdo tecidual do 6rgdo parasitado a presenca da

larva. A membrana anista é constituida de escleroproteinas e funciona como uma

barreira entre a adventicia e a germinativa. Esta, de natureza celular, é responsavel
por secretar o liquido hidatico e de sua parede interna brotam as vesiculas
proligeras com os protoescolices (Figura 4). Essas vesiculas podem estar aderidas a
parede por um pediculo ou se soltar e ficar livres no liquido hidatico, compondo a
areia hidatica. O cisto hidatico de E. granulosus é tipicamente unilocular, enquanto

o de E. vogeli é policistico (proliferacdo enddgena e exdgena das vesiculas).

Figura 4 - Esquema do cisto hidatico de Echinococcus sp.

Fonte: (ILUSTRACAO DE BRUNO ESCHENAZI, SERVICO DE PRODUGCAO E TRATAMENTO
DE IMAGEM, IOC, FIOCRUZ)

As espécies mais comuns de Echinococcus no Brasil apresentam semelhangas e

diferencas no ciclo bioldgico (Figuras 5 e 6). No ciclo bioldgico do E. granulosus, o

Secretaria de Vigildncia em Saude/MS @



Hidatidose Humana no Brasil

hospedeiro definitivo (o que tem o verme adulto) é o céo, tanto o que toma conta
do gado quanto o cdo doméstico, que se infecta ao se alimentar de visceras dos
bovinos (hospedeiro intermediario) contaminadas pelos cistos hidaticos.

Para E. vogeli (Figura 6), o hospedeiro definitivo é o cdo selvagem (Speothos
venaticus) (Figura 7) ou o cdo doméstico, e o hospedeiro intermediario, a paca
(Cuniculus paca) (Figura 8) ou a cutia (Dasyprocta aguti) (Figura 9). As visceras
da paca, cagada pelo homem, contendo cistos sdo normalmente desprezadas.
O cdo doméstico, por ser companheiro habitual de cagadores ou do povo da

floresta, termina, habitualmente, por ingeri-las.

Figura 5 - Ciclo biolégico de Echinococcus granulosus

Cf&.O DOMESTICO )

& >

Fonte: (ILUSTRACAO DE BRUNO ESCHENAZI, SERVICO DE PRODUGCAO E TRATAMENTO
DE IMAGEM, IOC, FIOCRUZ)
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Figura 6 - Ciclo biolégico de Echinococcus vogeli

CACHORRO-VINAGRE HOMEM

2 /

Fonte: (ILUSTRACAO DE BRUNO ESCHENAZI, SERVICO DE PRODUCAO E TRATAMENTO
DE IMAGEM, I0C, FIOCRUZ)

Figura 7 - Speothos venaticus

Fonte: (SERVICO DE REFERENCIA NACIONAL EM HIDATIDOSE, IOC, FIOCRUZ)

Secretaria de Vigildncia em Saude/MS @



Hidatidose Humana no Brasil

Figura 8 - Cuniculus paca

Fonte: (SERVIGCO DE REFERENCIA NACIONAL EM HIDATIDOSE, I0C, FIOCRUZ)

Figura 9 - Dasyprocta aguti

Fonte: (SERVICO DE REFERENCIA NACIONAL EM HIDATIDOSE, I0C, FIOCRUZ).

Nos caes, as larvas se transformam em vermes adultos, que se fixam nas
vilosidades do intestino delgado. As progléotides gravidas, contendo varias
centenas de ovos, se rompem e os ovos sdo eliminados com as fezes do animal

(Figura 10). Os ovos contendo a oncosfera (ou embrido hexacanto) sdo ingeridos
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pelos hospedeiros intermedidrios, através do alimento contaminado. Quando
a oncosfera é liberada no intestino delgado dos hospedeiros intermedidrios, ela

atravessa as paredes do intestino, penetra nos vasos sanguineos e linfaticos e se

fixa em drgéos como figado e pulmao, dando inicio a formagéo do cisto hidatico.
O homem, que é hospedeiro acidental, s6 se contamina a partir do ambiente ou

quando em contato direto com ovos do Echinococcus.

Figura 10 - Ovo de Echinococcus sp.

4 )

. J
Fonte: (ILUSTRACAO DE BRUNO ESCHENAZI, SERVICO DE PRODUCAO E TRATAMENTO
DE IMAGEM, IOC, FIOCRUZ)
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Sinfomatologia

Em geral, as manifestacdes clinicas da hidatidose se relacionam com o estado
fisico do cisto, a integridade de suas membranas, a sua localiza¢do anatdmica e seu
tamanho. A apresentagdo clinica é derivada dos sinais de compressdo de drgios
pelo grande volume que os cistos uniloculares podem atingir.

A hidatidose é uma parasitose cuja sintomatologia se manifesta tardiamente
devido ao crescimento lento dos cistos. Enquanto estes forem pequenos, a infec¢ido
¢ assintomatica. Geralmente, esse crescimento causa deformagdo nos o6rgios e
alteragdes em suas fungdes. Quando a localizagdo é hepdtica, ocorre dor abdominal
(a direita, junto as costelas), massas palpaveis, ictericia e hepatomegalia.

Em casos de localizagao pulmonar, a tosse, dor tordcica, hemoptise e dispneia sdo
os sintomas mais frequentes. Os casos de localizagdo dssea produzem destruigio das
trabéculas, necrose e fratura esponténea. O progndstico se agrava quando a localizagao
do cisto ocorre em 6rgios vitais como sistema nervoso, coracéo e rins. O rompimento
do cisto hidatico facilita a liberacdo de material antigénico, causando uma reagéo
alérgica sistémica, severa e rapida, que pode terminar em choque anafilatico.

Na Hidatidose Policistica Humana — HPH, os pacientes também permanecem
assintomaticos até que os cistos atinjam um volume que produza compressio de
estruturas dos 6rgaos afetados ou circunvizinhos, ou se tornem palpaveis. O figado
também é o 6rgdo mais atingido, com frequente queixa de dor no hipocondrio
direito e ictericia. Os casos mais graves apresentam sinais de insuficiéncia hepatica
e, além da ictericia, apresentam hipoalbuminemia grave, levando a ascite e ao
edema de membros inferiores.

Os policistos pulmonares provocam sintomas ao comprimirem estruturas
anatdmicas ou fistulizarem para a arvore traqueobronquica. As queixas mais
comuns sdo dispneia, dor toracica, tosse e hemoptise. Os pacientes também podem
informar a presenca de massas abdominais. Na localizagdo mesentérica, pode

ocorrer massa palpavel em qualquer quadrante abdominal, mével ou fixa.

Secretaria de Vigilincia em Sadde/MS
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Métodos Morfoldgicos e Morfométricos

para o Diagndstico da Hidatidose Humana

A palavra morfometria é formada pelo radical grego morphé, que significa
forma, associado ao radical grego metrikds, ou do latim metricu, que significa ato
de medir ou processo de estabelecer dimensdes. Embora o termo tenha aplicagdo
ampla na ciéncia, o sentido em biomedicina, em ultima analise, seria a “atividade
de medir estruturas anatdmicas”. Esse método tem por fun¢io tornar mais objetivas
e precisas a coleta, a apresentacdo e a analise dos resultados obtidos em pesquisas
e na rotina de laboratério, permitindo, ainda, relacionar as diferentes estruturas
anatOmicas com suas fungdes.

No protoescélex ha dois tipos de ganchos: os da fileira superior, que sdo maiores
(grandes ganchos) e possuem uma guarda arredondada e robusta; e os da fileira

inferior, que sio menores (pequenos ganchos) e com guarda achatada (Figura 11).

Figura 11 - Caracteristicas do pequeno e do grande ganchos rostelares
de Echinococcus granulosus (A) e Echinococcus vogeli (B), analisados por
Contraste Interferencial de Normaski — DIC em microscopia de campo claro,
sendo 1 cm = 0,005 mm

Fonte: (SERVICO DE REFERENCIA NACIONAL EM HIDATIDOSE, I0C, FIOCRUZ)
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A identificagdo do Echinococcus sp. é realizada por meio das medidas dos

ganchos rostelares (morfometria). Estes, normalmente encontrados livres no

interior dos cistos, sio formados por um cabo, uma guarda e uma lamina,

possuindo uma polpa central amorfa.

Os ganchos do E. granulosus tém comprimento de 19um a 23um; os de E.

oligarthrus, de 26um a 33um; e os de E. vogeli, de 33um a 41pm. Outro aspecto de

importancia refere-se a forma do gancho: os de E. vogeli tém a lamina curva e mais

longa que o cabo (dois ter¢os do total).

Procedimento para analise morfoldgica e morfométrica

Aspirar, durante o procedimento cirtrgico, o liquido encontrado no interior
das vesiculas, o que deve ser feito com o auxilio de uma seringa.

Estocar o material em frasco limpo, na propor¢do de uma parte do liquido
para duas partes de dlcool a 70% (Anexo I, 1.1), para preservagio em
temperatura ambiente.

Colocar 1ml do material estocado em microtubos.

Centrifugar a 1.000rpm (rota¢des por minuto) por cinco minutos.
Desprezar o sobrenadante.

Adicionar ao sedimento 1ml de alcool etilico absoluto (etanol a 100%).
Centrifugar a 1.000rpm por cinco minutos.

Desprezar o sobrenadante.

Adicionar ao sedimento 1ml de salicilato de metila.

Centrifugar a 1.000rpm por cinco minutos.

Desprezar o sobrenadante.

Adicionar ao sedimento 500ul de Bélsamo do Canada e 500ul de salicilato
de metila.

Misturar até o concentrado ficar homogéneo (cerca de trés minutos).
Utilizar laminas de tamanho 2,5cm X 7,5cm, emergidas em dlcool comercial
(92,8%), para limpeza e, posteriormente, secar com gaze.

Rotular, em uma das extremidades da ldmina, as referéncias do

material correspondente.
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o Colocar o material processado nalamina sobre uma superficie nivelada, com

ajuda de uma pipeta, a fim de procurar, nesse sedimento, os protoescolices
preservados (sem colora¢io).

o Pressionar levemente a laminula sobre o material, a fim de que os ganchos
possam ser espalhados e ndo danificados.

o Observagdo: ter atengdo ao pressionar a laminula sobre o material para que ela
nio se quebre e para que ndo haja derramamento do material a ser analisado.

o Fazer a anilise morfométrica com o auxilio de uma ocular graduada; essa
ocular possui uma régua e, quando colocada no microscopio, permite a
realizagdo de algumas medidas do material.

o Basear a morfometria nos seguintes caracteres: area, perimetro, largura e
comprimento total dos grandes e pequenos ganchos (Figura 12).

o Calibrar previamente o equipamento para a andlise morfométrica; essa
calibragéo é feita por uma lamina, que, na compra do microscopio, precisa
ser adquirida. A primeira calibragio é realizada pelo técnico que instala o
microscopio. Ele ensina o procedimento ao responsavel pelo equipamento
no laboratdrio para sua realizagdo, quando necessério.

e Manter apenas um unico examinador como o responsavel por processar o
material, até o término da analise.

e Avaliar os dados por meio da andlise estatistica descritiva, na qual se
calculam a média e o desvio padrdo dos dados obtidos. Esses calculos
geralmente sdo feitos por programas de estatistica para computadores
existentes no mercado.

Observagdo: as laminas de preparagdo permanente também podem ser
analisadas em um microscépio de campo claro com uma camara digital acoplada.
As imagens obtidas poderdo ser processadas por um programa de analise digital
de imagens. Trata-se de um programa de computador que, quando calibrado,
permite a realizacdo de medidas do material estudado. Essas medidas sdo feitas por
intermédio de um miniprograma (macro) previamente construido, informando ao

computador quais as medidas relevantes que se quer estudar.
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Figura 12 - Esquema dos caracteres analisados na morfometria dos
ganchos rostelares de Echinococcus granulosus

a )

i

|:| Area total A Comprimento total

\ —  Perimetro total B Largura total

Fonte: (adaptado de ALMEIDA et al., 2007)
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Métodos Imunoldgicos para

Diagnastico da Hidatidose Humana

A necessidade do diagndstico laboratorial para auxiliar na confirmagdo ou
na formulac¢do de um diagnoéstico presuntivo da doenca fez com que os métodos
ndo morfoldgicos fossem precocemente desenvolvidos. A Hidatidose Humana é
uma das poucas infec¢des parasitarias em que o diagndstico laboratorial basico é
principalmente o imunolégico.

O imunodiagndstico, baseado na deteccdo de anticorpos circulantes contra os
antigenos do cisto hidético, é de grande importincia no diagnéstico da Hidatidose
e complementa o diagndstico clinico em pacientes que apresentam manifestacdes
ou imagens desse cisto. Quando, clinicamente, o paciente é encaminhado para
cirurgia, o diagnéstico morfolégico ¢ realizado pelas medidas dos ganchos
rostelares, por meio da coleta do liquido hidatico (Figura 12).

Existem métodos soroldgicos para o diagnostico complementar da Hidatidose,
quais sejam: ensaio imunoenzimdtico — ELISA, Imunoblotting e reagdo em cadeia de
polimerase - PCR. Nos tltimos anos, tém-se realizado grandes esfor¢os na avaliacdo
e padronizagio dos testes imunodiagndsticos e dos antigenos neles empregados.

Recentemente, esta sendo utilizado o método de Imunoblotting para o
imunodiagnéstico da hidatidose humana. O Imunoblotting permite observar
a reagdo dos anticorpos presentes no soro de um paciente frente a proteinas
antigénicas do liquido hidatico. As proteinas sdo separadas por eletroforese
e depois transferidas a uma membrana de nitrocelulose. A membrana é, entio,
incubada com o soro teste e, logo depois, com anticorpo de cabra anti-IgG
humana, marcado com uma enzima. Se o soro possuir anticorpos, ao se agregar
um substrato cromoégeno adequado ocorrera a formagéo de produto insoluvel, que

precipita, formando bandas nas zonas de proteinas antigénicas.
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Procedimento para teste imunoldgico

Etapa |

Separacdo das proteinas do antigeno por eletroforese em gel de poliacrilamida,
contendo Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-Page).

A separacdo das proteinas, componentes antigénicos, por SDS-Page ¢é
realizada empregando-se um sistema descontinuo em gel de separagdo e em gel de
empacotamento. Deverd ser usado um sistema vertical apropriado para realizar a

separagdo das proteinas.
Antigeno

O antigeno total do liquido hidatico de ovino (ATLH-O), liofilizado, é
ressuspendido em tampao Tris/HCI 0,05M; pH 8,0 (Anexo I, 2.1) em concentragio
de 50mg/ml e centrifugado a 12.000rpm, por uma hora, a 4°C. O sobrenadante é

conservado abaixo de menos -20°C até o momento do uso.
Tratamento do antigeno

O ATLH-O ¢ diluido, volume a volume, com uma soluc¢do de tratamento da
amostra (Anexo I, 2.2). O antigeno ¢ incubado a 100°C, por cinco minutos, em
banho-maria. Logo apos, é adicionado um corante marcador de corrida (Anexo I,

2.3) na proporg¢do de 1ul por cada 30ul de amostra.
Preparagdo do gel de separagio ou de corrida

o Retirar da geladeira os reagentes para a preparagdo do gel (solugdo de
poliacrilamida, tampdo do gel de empacotamento, tampdo do gel de
separacdo, solugdo de persulfato de amoénio a 10%, solugdo de dodecil
sulfato de s6dio a 10% e N,N,N’N’-Tetramethylethylenediamine — Temed),

a fim de que eles atinjam a temperatura ambiente (Anexo I, 2.4 -2.8).
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o Usar duas placas de vidro de 73mm de altura por 102mm de largura e Imm '
de espessura, e dois espacadores de plastico de 0,75mm de espessura.

o Observagdo: os volumes que foram descritos no anexo referem-se ao
tamanho das placas mencionado acima.

o Limpar as placas de vidro com alcool e seca-las.

e Montar as placas, colocando os espagadores entre elas.

o Fazer o teste com agua destilada para confirmar se o sistema nio esta vazando.

e Preparar o gel na concentracdo de 15%, segundo o Anexo I 2.10., sempre
deixando o Temed e o persulfato de amoénia por tltimo.

e Aplicar, com o auxilio de uma seringa, 3,5ml da solu¢do do gel no espago
formado entre as placas e, imediatamente depois, completar com agua
destilada para formar uma superficie linear.

o Deixar polimerizar, & temperatura ambiente, por uma hora.
Aplicagdo do gel de empacotamento

o Eliminar a d4gua destilada da parte superior do gel, secando bem com papel
de filtro.

e Marcar a altura do gel inferior com caneta de marcador permanente.

o Preparar o gel de empacotamento segundo o Anexo I, 2.10.

e Colocar o gel de empacotamento sobre o gel de separacio e, imediatamente
depois, inserir o “pente’, deixando um espaco entre sua base inferior e o gel
de separagdo.

e Marcar os locais de aplicagao com caneta de marcador permanente.

e Deixar polimerizar a temperatura ambiente, por 40 minutos.
Preparagdo da eletroforese

o Retirar o pente e lavar as cavidades com tampéo Tris-Glicina-SDS (tampéo
de corrida) (Anexo I, 2.9).

o Aplicar, na cavidade do gel de empacotamento, 200ul de suspensio
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Observagdo: devido a presen¢a de proteinas do hospedeiro, os lotes de
antigeno deverdo ser titulados, a fim de que se possa obter a dilui¢do ideal.
Colocar, ap6s a aplicagdo do antigeno, o padrio de peso molecular pré-corado.
Adicionar aproximadamente 200ml de tampao de corrida no recipiente
superior e 300ml do mesmo tampao no recipiente inferior da cuba (sempre
cobrindo o fio de condutividade) para iniciar a corrida eletroforética.
Deixar agitando (magneto no interior) e observar se nio estd vazando.

Observagdo: o tampao de corrida do recipiente superior ndo pode ser
reutilizado. Ja o tampao que é colocado no recipiente inferior da cuba pode

ser reaproveitado por, no maximo, quatro vezes.

Corrida eletroforética

Conectar os terminais elétricos da cuba na fonte de eletroforese, que é
efetuada a 10mA por gel e 200V.

Prestar atenc¢do no corante marcador de corrida.

Observagdo: quando o complexo SDS-proteinas entra uniformemente no
gel de separagéo, ou de corrida, a corrente é aumentada para 20mA por gel.
Desconectar o sistema quando o corante marcador de corrida alcangar a

base do gel de separacéo.

Etapa ll

Transferéncia de proteinas do gel de poliacrilamida para a membrana
de nitrocelulose.
As proteinas sdo transferidas eletroforeticamente do gel para a membrana de

nitrocelulose com poros de 0,22um, em um recipiente de eletroforese.
Preparagdo da transferéncia

e Em um recipiente contendo tampdo de transferéncia (Anexo I, 3.1), o gel é

colocado sobre uma membrana de nitrocelulose, que, juntos,siao acomodados

entre duas folhas de papel de filtro embebidas no mesmo tampao.
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e O conjunto do gel - membrana de nitrocelulose e papel de filtro - é '
colocado entre duas esponjas de 3mm de espessura e posto em uma pega
plastica com perfuragdes em ambos os lados.
o Em seguida, esse conjunto se encaixa em uma camara de transferéncia, com
o gel colocado para o lado do catodo e a membrana de nitrocelulose para
o lado do anodo.
Observagdo: mergulhar as esponjas, os papéis de filtro e o papel de
nitrocelulose em tampéo de transferéncia em uma vasilha pelo menos 20

minutos antes de ser feita a transferéncia.
Eletrotransferéncia

o A eletrotransferéncia é efetuada a uma corrente de 133V e 397mA por hora,
sendo que a cuba de gelo devera ser trocada apds 30 minutos do inicio da
transferéncia, a fim de que a temperatura néo ultrapasse 20°C.

o Finalizada a eletrotransferéncia, retirar a membrana de nitrocelulose e lavar
com agua destilada, por cinco minutos, sob agitagdo.

e Colocar a membrana de nitrocelulose em uma placa de Petri com a solugéo
de Ponceau (Anexo I, 3.4).

o Depois de visualizar as bandas coradas pelo Ponceau, lavar a membrana de
nitrocelulose com 4gua destilada para descolorir, retirar o excesso de dgua,
coloca-la sobre um papel de filtro na prépria placa de Petri e deixar secar

livre de poeira.
Etapa lll

Rea¢do Imunoenzimatica
o Utilizar placas de plastico divididas em compartimentos.
e Molhar a membrana com agua destilada e, com a ajuda de um bisturi e
de uma ldmina, cortar tiras de aproximadamente 3mm de espessura,

numerando-as na parte inferior.

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS @



Hidatidose Humana no Brasil

Colocar as tiras de nitrocelulose contendo o antigeno hidatico nos
compartimentos das placas.

Lavar as tiras com TBS+Tween (TBS-T) (Anexo I, 4.1), a cada cinco
minutos, totalizando trés lavagens.

Incubar as tiras com TBS-T contendo 5% de leite desnatado Molico (TBS-
TL) (Anexo I, 4.2), por 30 minutos, a temperatura ambiente, sob agitacéo.
Aspirar o conteudo de cada canaleta.

Lavar as tiras com TBS-T, a cada cinco minutos, totalizando trés lavagens.
Aspirar o contetdo de cada canaleta e colocar os soros controle positivo e
negativo e o soro teste na diluigdo de 1:100 em TBS-TL e incubar por uma hora.
Observagdo: todos os soros que serdo utilizados como controles positivos
e negativos foram selecionados entre os arquivados no periodo de 1990-
1996, no Laboratdrio de Helmintos Parasitos de Vertebrados IOC/Fiocruz,
e hoje estdo sob os cuidados da Soroteca do Servigo de Referéncia Nacional
em Hidatidose. Os soros controle negativos sdo de individuos de area nao
endémica para hidatidose e os soros controle positivos sdo de pacientes
com exames de imagens, que ja realizaram cirurgia para retirada do cisto e
possuem exames parasitologicos positivos.

Aspirar o conteudo de cada canaleta.

Lavar as tiras com TBS-T, a cada cinco minutos, totalizando trés lavagens.
Aspirar o conteudo de cada canaleta.

Adicionar a solugdo de anti-IgG humano marcado com fosfatase alcalina na
dilui¢do de 1:3.000 em TBS-TL e incubar por uma hora.

Lavar as tiras com TBS-T, a cada cinco minutos, totalizando trés lavagens.
Passar as tiras de nitrocelulose para uma placa livre de detergente.

Lavar uma vez com agua destilada, por cinco minutos.

Revelar a reacio adicionando uma solu¢io contendo NBT+BCIP diluido
1:100 no tampéo substrato (Anexo I, 4.5).

Esperar de cinco a oito minutos, verificando se a coloragdo do controle é

positivo, e interromper a reagio para aspirar o liquido.
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o Lavar as fitas com agua destilada por mais cinco minutos.
o Deixar secar as tiras, a temperatura ambiente, em local escuro.

o Observagdo: as aliquotas de soros controle, bem como de antigeno hidatico,

serdo fornecidas pelo Servico de Referéncia Nacional em Hidatidose,

Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz, Rio de Janeiro-R].

Leitura e interpretacao dos resultados

Consiste em visualizar, nas tiras de nitrocelulose, a presenca ou auséncia de
bandas precipitadas. Em caso de presenca das bandas, anotar suas respectivas

massas relativas - Mr expressas em unidades de kilodaltons - kDa.
Divulgacao dos resultados

O critério de positividade para o diagndstico da hidatidose humana estd
condicionado ao reconhecimento de um ou mais peptideos antigénicos de Mr

entre 21 e 31kDa por anticorpos presentes no soro do paciente.
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Obtencio, Conservacio

e Transporte de Soro Sanguineo

Soro sanguineo é o material solicitado para o exame imunoldgico da hidatidose

humana, o qual se obtém do sangue venoso.

Condicoes para a coleta

O que é necessdrio para a coleta de sangue?

sala bem iluminada e ventilada;

pia;

cadeira reta com bragadeira regulével ou maca;

garrote;

algodao hidroéfilo;

alcool iodado a 1% ou alcool etilico a 70%;

agulha e seringa descartaveis ou sistema a vacuo: suporte, tubo e agulha
descartaveis;

pinga;

etiquetas para identificacdo de amostras;

lapis e/ou canetas de marcador permanente;

recipiente de boca larga, com parede rigida e tampa, contendo hipoclorito
de sodio a 2%;

avental e mascara;

luvas descartaveis;

tubos de 5ml com tampa rosquedvel e com borracha de vedagio; e

estantes para tubos.

Secretaria de Vigilincia em Sadde/MS



Hidatidose Humana no Brasil

O que deve ser feito antes da coleta da amostra de sangue?

Verifique se a ficha de notificagdo foi preenchida corretamente (Anexo II);

identifique os tubos para colocagao da amostra; e escreva na etiqueta os dados do

paciente, tais como nome, nimero do registro, data de nascimento, sexo, data da

coleta, numero ou cddigo de registro da amostra e 0 nome da instituigao solicitante.

Coleta com seringa e agulha descartaveis

Como fazer coleta de sangue com seringa e agulha descartdveis?

Coloque a agulha na seringa sem retirar a capa protetora. Nao toque na
parte inferior da agulha.

Movimente o émbolo e pressione-o para retirar o ar.

Ajuste o garrote e escolha a veia.

Faca a antissepsia do local da coleta com algodao umedecido em alcool a
70% ou alcool iodado a 1%. Nédo toque mais no local desinfetado.

Retire a capa da agulha e faca a puncéo.

Solte o garrote assim que o sangue comegar a fluir na seringa.

Colete aproximadamente 10ml de sangue. Em criangas, colete de 2ml a 5ml.
Separe a agulha da seringa com o auxilio de uma pinga, descarte a agulha
em recipiente de boca larga, paredes rigidas e tampa, contendo hipoclorito
de sédio a 2%.

Oriente o paciente a pressionar com algodio a parte puncionada, mantendo
o brago estendido, sem dobré-lo.

Transfira o sangue para um tubo de ensaio sem anticoagulante, escorra
delicadamente o sangue pela parede do tubo. Esse procedimento evita a
hemolise da amostra; descarte a seringa no mesmo recipiente de descarte

da agulha.
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Como proceder quando a coleta é feita com sistema a vicuo?

. Coleta com sistema a vacuo

Rosqueie a agulha no adaptador (canhio). Ndo remova a capa protetora de
plastico da agulha.

Ajuste o garrote e escolha a veia.

Faca a antissepsia do local da coleta com algoddo umedecido em alcool a
70% ou alcool iodado a 1%. Ndo toque mais no local desinfetado.

Remova o protetor plastico da agulha e faca a pungéo.

Introduza o tubo no suporte, pressionando-o até o limite.

Solte o garrote assim que o sangue comegar a fluir no tubo.

Separe a agulha do suporte com o auxilio de uma pinga. Descarte a agulha
em recipiente de boca larga, paredes rigidas e tampa, contendo hipoclorito
de sédio a 2%.

Oriente o paciente a pressionar com algodao a parte puncionada, mantendo

o brago estendido, sem dobré-lo.

Material para preparar e armazenar o soro

Qual o material necessdrio para preparar e armazenar o soro?

tubos de 5ml com tampa rosquedvel e com borracha de vedagio;
pipeta Pasteur ou pipeta automatica de 0,5ml a 1,0ml;

etiquetas;

caneta de marcador permanente;

estante para tubos;

centrifuga;

refrigerador (4°C a 8°C);

congelador (-20°C);

avental e mascara;

luvas descartaveis; e

recipiente de boca larga, com parede rigida e tampa, contendo hipoclorito
de sodio a 2%.
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Separacao e armazenamento de soro

Como proceder com a amostra de sangue coletada?

Deixe a amostra em temperatura ambiente até a retra¢ido do coagulo. A amostra
pode ficar em temperatura ambiente por trés horas, no maximo. Apods este periodo

o sangue pode hemolisar.

Como conservar a amostra antes da separagio do soro?
Apés a retragdo do coagulo, o material pode permanecer no refrigerador a

temperatura de 4°C a 8°C, por 12 horas no méximo, a fim de evitar hemolise.

Como separar e armazenar o soro?
Apds a retragdo do codgulo, pode-se separar o soro de duas maneiras:
espontanea ou mecanica.
1. Separac¢io espontinea
e Aspire e transfira cuidadosamente o soro para um tubo limpo,
previamente identificado; use uma pipeta Pasteur ou automatica.
o Cuidado: nio toque o coagulo para que as células ndo se misturem com
0 soro.
e Guarde no refrigerador por 72 horas, no maximo, ou em congelador a
-20°C, até o envio ao laboratdrio.
2. Separagdo mecanica
e Centrifugue o sangue por 10 minutos, a 1.500rpm.
o Retire o tubo, apds a completa parada da centrifuga.
e Aspire, transfira cuidadosamente e guarde o soro até o envio ao

laboratério, conforme descrito na separag¢ao espontanea.

Acondicionamento das amostras para transporte

Qual o material necessdrio para o transporte de amostras?
e sacos plasticos;

o embalagem de envio de material bioldgico;
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o gelo reciclavel ou comum;
o fita adesiva; e

e etiqueta, envelope, caneta de marcador permanente e/ou lépis.

Quais os cuidados com o transporte de material bioldgico?

o Comunique o envio das amostras ao destinatario, com a data e o horario de
chegada previstos.

e Acondicione as amostras na embalagem de envio de material bioldgico
(Embalagem 650 - Substancias Bioldgicas — Categoria B).

e A embalagem consistird de trés componentes: recipiente primario,
embalagem secunddria e embalagem externa rigida; os recipientes
primarios devem ser acondicionados em embalagens secundarias, de
tal modo que, sob as condi¢des normais de transporte, ndo possam
ser quebrados, perfurados ou vazar o seu conteudo para a embalagem
secunddria; embalagens secundarias devem ser acomodadas na embalagem
externa, com material acolchoado apropriado; qualquer vazamento do
conteiido ndo podera comprometer a integridade do material acolchoado
ou a embalagem externa.

e As embalagens devem ser preparadas da seguinte forma:

a) O recipiente primario deve ser a prova de vazamento e nio pode conter
mais do que um litro.

b) A embalagem secunddria deve ser a prova de vazamento.

c) Se varios recipientes primdrios frageis forem colocados em uma unica
embalagem secundaria, eles devem ser acondicionados individualmente
ou separados, de forma a evitar que haja contato entre eles.

d) O material absorvente deve ser colocado entre o recipiente primario e a
embalagem secunddria; o material absorvente deve ser em quantidade
suficiente para absorver o conteddo dos recipientes primarios, de
forma que, havendo qualquer vazamento de substancia liquida, esta
ndo ird comprometer a integridade do material absorvente ou da

embalagem externa.

Secretaria de Vigilincia em Sadde/MS



Hidatidose Humana no Brasil

e) O recipiente primario, ou a embalagem secundaria, deve ser capaz de
absorver, sem vazamento, uma pressdo interna de 95kPa, em uma
variagdo de temperatura de -40°C a +55°C.

Gelo ou gelo seco, quando usados, devem ser colocados do lado de fora da

embalagem secundaria, na embalagem externa. Suportes interiores devem

ser providenciados para segurar a embalagem secunddria na posigdo
original, apds a dissipac¢do do gelo ou do gelo seco. No caso do uso de gelo
comum, a embalagem externa deve ser a prova de vazamento. No caso do
uso de gelo seco, a embalagem deve ser desenhada e construida de forma

a permitir a liberagdo do gas didxido de carbono, prevenindo a criagéo de

uma pressao interna que possa romper a embalagem. O recipiente primario

e a embalagem secunddria devem manter sua integridade a temperatura do

refrigerante usado, assim como as temperaturas e pressido resultantes, no

caso da perda total ou em parte do material refrigerante.

Cole, na parte externa, em local especifico, uma etiqueta com o nome da

institui¢do destinatéria, endere¢o, nome do responsavel pelo recebimento,

nome da instituicio remetente, endereco, telefone, fax, horario de envio e

validade da embalagem. E imprescindivel o envio da Declaragio de Carga

Perigosa (Anexo III).
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Biosseguranca

Biosseguranga ¢ um conjunto de medidas preventivas destinadas a proteger
a saide e a seguranca das pessoas, durante seu trabalho, nos laboratérios onde
sdo manipulados materiais biolégicos. Sendo assim, para cuidar de sua seguranga,
da seguranga de seus colegas de trabalho e do meio ambiente, obedega aos

procedimentos bésicos de biosseguranca em laboratdrios.
Atengdo!

e Todo cuidado é pouco na manipulagdo de materiais biologicos, tais como
soro, sangue ou secre¢des, fluidos organicos, tecidos etc. Redobre suas
precaugdes, pois esses materiais sdo potencialmente infectantes e muitas
vezes estdo contaminados com agentes etiolégicos diferentes daqueles que
estdo sendo pesquisados, ou ainda desconhecidos. Nunca pipete com a
boca e jamais cheire placas de cultura.

e A inativagdo do soro em banho-maria, a 56°C, por 30 minutos, ndo elimina
o potencial infectante da amostra.

e Use sempre equipamento de protecdo individual — EPI: avental ou jaleco
longo, de mangas compridas e punho retratil, luvas descartaveis, 6culos
de protecdo, pipetadores manuais ou automaticos e, quando for o caso,
protetor facial.

o Evite a formagédo e dispersdo de aerossdis. Aerossois sdo microparticulas
solidas e liquidas com dimensdes aproximadas entre 0,1 e 50 micra que
podem, caso contenham micro-organismos, permanecer em suspensio
e plenamente vidveis por vérias horas. A pipetagem, flambagem de algas,
abertura de frascos e ampolas, manipulagao de seringas, agulhas, lancetas,

laminas e outros assemelhados podem gerar e propagar aerossois.
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Jamais reencape agulhas. Esse procedimento é uma das principais causas da

contaminac¢do de profissionais de satide por micro-organismos existentes
no sangue e em outros fluidos orgénicos, como o virus da hepatite B e
o HIV. Apés a coleta, deve-se descartar esse material diretamente em
recipiente de paredes rigidas com tampa, contendo hipoclorito de sédio a
2%, em volume superior a metade do recipiente.

Reduza ao maximo o manuseio de residuos, em especial os perfurocortantes.
Descarte o rejeito perfurocortante diretamente em recipiente de paredes
rigidas, contendo hipoclorito de s6dio a 2%. Deixe em imersdo total por, no
minimo, 24 horas e, em seguida, faca a autoclavacio desse material.
Identifique e sinalize os principais riscos presentes em seu laboratorio.
Produtos e areas que oferecem risco devem ser marcados com os devidos
simbolos internacionais em etiquetas autoadesivas padrao.

Verifique sempre as condi¢des de funcionamento dos equipamentos de
protecio coletiva — EPC: extintores de incéndio, chuveiros de seguranga,
lava-olhos, pia para lavagem de méos, caixa de areia e cabine de seguranca
bioldgica (classe II).

Para descontamina¢do pessoal, de equipamentos e de superficies fixas,
utilize desinfetantes eficientes e adequados. Use sempre produtos
registrados no Ministério da Satide. Nao existe um desinfetante tnico
que atenda a todas as necessidades. E fundamental conhecer os diversos
agentes quimicos e sua compatibilidade de uso para evitar custos excessivos
e utiliza¢ao inadequada.

Tenha muito cuidado com a manipulagdo e a estocagem de substincias

quimicas. Leia com atencéo as informagdes contidas nos rétulos.
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Seja sempre consciente da importdncia de suas agbes na preservagdo da

biosseguranga em seu local de trabalho.

Lave as méos antes e depois de qualquer procedimento laboratorial.
Nunca pipete com a boca.

Dentro do laboratdrio, ndo fume, ndo coma, ndo beba, nao prepare refei¢des.
Quando estiver usando luvas, ndo manuseie objetos de uso comum, como
telefones, maganetas de portas e janelas, jornais, revistas etc.

Nio guarde alimentos ou bebidas em geladeiras e congeladores para
armazenagem de material bioldgico.

Vacine-se rotineiramente contra a hepatite B.

Seguindo essas recomendagdes, vocé estard contribuindo para a diminui¢do

de acidentes. Se acontecer um acidente de trabalho em seu laboratdrio, notifique

imediatamente a sua chefia.
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Solucoes para o diagnostico

1. Preparagéo de solu¢des para andlise morfoldgica
1.1. Solugio de 4lcool 70%
A1CO0L @DSOIULO «.v.vvvveereerier st sseesseesseees 70ml
H,O destilada.........oovvvmivreiieiiiisen, 30ml
2. Preparagio de tampdes e solugdes para andlise imunoldgica
2.1 Tampdo Tris/HCI 0,05M, pH 8,0
TTiS 0,05M.cccciiiciiiciiiciieriee e seesesesesseesenseenes 6,056g

H,O destilada............ 100ml gsp (quantidade suficiente para)

Ajustar o pH com HCI concentrado.

2.2 Solugéo de tratamento da amostra

Tampdo do gel de empacotamento.........ccoceeeveurerennecn. 1,25ml
SDS 4% vt 2,0ml de SDS 10%
GLEEIOL 20% ..eovvrvvrvrevrereiereirerereraenseneeaesaeaeeseesesenesens 1,0ml
2-Mercapto Etanol 10% .......ccccccecuvcieinicinienincenencnncnns 0,5ml
H,O destilada.........coovvvrririiiieiene, 5,0ml
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. 2.3 Solugdo do corante marcador de corrida

Azul de bromofenol...........oeeveveveeeeeinirnereeersseeeeens

GLCETOL.....verereeectcteete ettt a e naes
Tampdo Tris (0,5M pH 8,0)
H,O destilada ...

Misturar o corante com a agua no vértex (equipamento

utilizado para homogeneizar solu¢des). Adicionar o tampao
Tris ainda no vortex. Adicionar o glicerol e deixar dissolvendo
sob agitacdo branda por aproximadamente trés horas. Fazer

aliquotas e estocar no freezer.

2.4 Solugdo de poliacrilamida (30%T Acrilamida/2,7%C BIS - Acrilamida)

Acrilamida ... 14,6g
N-N-bis acrilamida .......c.ccocveeereeneemnerreererreeereenerreennes 0,4g
H,O destilada.....cccooorivrririiriiniiiens 50ml gsp

Pesar em tubo Falcon, dissolver em banho-maria, esperar
esfriar e completar o volume. Embrulhar o tubo Falcon em
papel aluminio e estocar a 4°C. Sempre manter este reagente

1o escuro.
2.5 Tampéo do gel de empacotamento 0,5M, pH 6,8

TS (0,05M) ettt ssenene
H,O destilada
Ajustar o pH com HCI concentrado para 6,8.

2.6 Tampao do gel de separagdo ou de corrida 1,5M, pH 8,8

TS (1,5M) vueiecereiriecereieeceneeeeceneiesseeseseesessesessessesessesseaens 18,15g
H,O destilada ..o, 100ml gsp
Ajustar o pH com HCI concentrado para 8,8.
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2.7 Solugao de persulfato de amonio — APS a 10%

Persulfato de amoOnio........cecerevceermceereenmerneeeeenesscsseesessensenens 1g
H,O destilada ..o, 10ml
Fazer aliquotas e estocar no freezer.

2.8 Solugéo de dodecil sulfato de sdédio - SDS a 10%

H,O destilada ..o, 10ml

Pesar em tubo Falcon, dissolver em banho-maria e estocar a 4°C.

2.9 Tampéo de corrida (pH 8,3)

Tris 0,025M..cciiiciiiciiiciiccece e 3,0g
Glicinag 0,192M.....oeouiiiiieeieeeeeee et 14,4g
SDS 1090 ..eueeeueeeeieeeeiereretrirerireeeeeererenerereeseseeseasaesesesesessesenes 10ml
H,O destilada.........coovvurivriiiieisisis 1.000ml gsp

Ajustar pH com HCl para 8,3.

2.10 Férmula de concentragdo dos géis de empacotamento e de

separagdo a 15%

Férmula para Gel do SDS-PAGE

_ Gel separagao 15% Gel empacotamento 4%

Acrilamida 30% T/2,7%C 6,0ml 1,33ml

Tampdo gel superior ou de
empacotamento

Agua deionizada 1,5ml 6,1ml

Persulfato de Amonio 60ml 100ml
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. 2.11 Corante para o gel (Coomasie blue) - solucio estoque
Coomassie blte R250 (190) .oveveeeeveeieeeeeeeeeeeeeeeereereeseesenenens 1g

H,O destilada .........ooruvmrveriiriieniiisi 100ml gsp
Dissolver e filtrar em papel de filtro Whaterman 1.

2.12 Corante de uso para o gel (Coomasie blue)

SOlUGAO ESTOQUE.......vuerevreeerieeiicireeeeeiseie e seaens 12,5ml
MeEtanOl ......cecumeueeeeeeeereeieeneee e 50ml
Acido acético glacial.......cco..ervvrrvenrreneriesenieseesiesesenesinnns 10ml
H,O destilada ..o, 100ml gsp

Mergulhar o gel depois da corrida nessa solu¢éo por 24 horas.

A solugio pode ser reaproveitada.
2.13 Descorante de uso para o gel (Coomasie blue)

Solugao A:

Metanol (5090).....ceeevereeeeerierereerererereeereseerereeseseseseseseseenenes
Acido acético glacial (10%)
H,O destilada.......cooueerrriceie

Adicionar aos poucos, por 30 minutos.

Solugio B:

MELANOL (5%)..vcveviereeereiererereerisisieteseeeseseseseseessssssesessssssnenes 5ml
Acido acético glacial (7%) ...oc.eerveereerereeneeesnreeseesssesseseens 7ml
H,O destilada.........cooevvrivririiiiiiee 100ml

Adicionar aos poucos, realizando trés trocas a cada 15
minutos. Depois, colocar em cuba com &agua destilada

tampada. Esta solucdo ndo pode ser reaproveitada.
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2.14 Solugéo de secagem do gel

Metanol (5090).....ceeeeereeeeereerererereeereeereseereseeeeseseseseseseenenes 50ml
GICETOl (0,5%) cuveverererrrieeeeieierereresesssssess s s s ssssasassssens 50ul
H,O destilada.......oooorverereieee, 100ml gsp

Deixar as folhas (duas) de papel celofane e o gel por 20
minutos sob agitagdo constante na solucdo de secagem.
Depois colocar uma folha, o gel e a outra folha sob placa de

vidro. Tirar as bolhas e deixar secar.

3. Preparagio de tampdes e solu¢des para a transferéncia

3.1 Tampdo de transferéncia

Tris 0,025M..ccuiiiiiiiciiiciiire s 3g
Glicing 0,192M.....cveueiricireiricereireeereineeenesseseesessesessessenes 14,4g
Metanol 10%........cccuimininininicccessssnes 200ml
H,O destilada ..o 1.000ml gsp

3.2 Tampdo Fosfato Salino - PBS

A-Monobasico
NaH, PO, ..o 0,2M...coiiiiiiicciiins 27,598¢g
H,O destilada ..o 1.000ml gsp

Estocar no freezer.

B-Dibasico
JAE:TH = 20 © 0,2M vt 53,614g
H,O destilada ..o 1.000ml gsp

Estocar no freezer.
Misturar 14ml da solugdo A + 36ml da solugdo B + 8,75g de

NaCl e completar o volume para 1.000ml com H,O destilada.
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3.3 TBS 8X
TTiS 0,02M.cciiiiiiieiicciiciiecer e 4,84g
NACL0,5M oo seeessseees oo 58,48g
H,O destilada.......oooorvereiie, 250ml gsp

Conservar em freezer. O pH deve ser medido e ajustado para

7,5 (com HCI) na hora do preparo da solugéo diluida.
3.4 Preparagdo do Ponceau

Ponceau (50,1%) .....ceevereeeereeeeeeieeresesesessssesssssesesesesenaes 0,1g
ACIAO ACEHICO (5%) vvrvevreereeereeeeeeereeeeeeseeereseseeresesesnsseseasneens 5ml
H,O destilada

4. Preparagio de solu¢des para reagdo imunoenzimatica

4.1 TBS-T

H,0O destilada ..o, 110ml gsp
Tween 20
O pH da solugio deve ser ajustado antes do acréscimo do
Tween 20.

4.2 TBS-TL

TBS-T pH 7,5

Leite MOLICO ..vovvviuiiceiictcetce et

4.3 Conjugado anti-IgG humano diluido a 1:3.000 em TBS-TL

4.4 Soros controle negativo e positivo e soro teste diluidos a 1:100 em TBS-TL
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4.5 Solugéo reveladora '

4.5.1. Cloreto de Magnésio 0,1M

Cloreto de Magnésio ..........cecureeerneurerererresenensesenessenns 2,013g
H,O destilada .........oovuvmirerieniininiiniis 110ml gsp
Az1da sOdICa ... 0,01%

4.5.2 Tampao substrato

TTIS cevveeecteee et es 3g
Cloreto de Magnésio 0,1M.........ccevureuemerreememreeenennenens 12,5ml
H,O destilada ... 250ml gsp

4.5.3 NBT (Nitro-Blue Tetrazolium Chloride) - BCIP (5-Bromo-4-
Chloro-3’-Indolyphosphate p-Toluidine Salt)

Solugao de NBT/BCIP de fonte comercial. O reagente final deve ser
preparado de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Observagdo: tudo tem que ser de vidro e livre de detergente. Armazenar

o NBT/BCIP protegido da luz e em geladeira.

4.5.4 Revelagio
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Ficha de notificacao para o imunodiagnéstico da hidatidose

Dados cadasirais
Momie: Sexo:
Diats de Mascimemo: [ { Munieipio: UF:
Profissio ou atividade principal:
Enderego:
Fome: Municipio: LIF:
Zona:{ ) Urbana { ) Rural
Dados do case
Possui clies:{  }sim () ndo Quantos:
Abate oving ou bovino: { Jsim { )ndo
Pratica caga: { dsim( ) ndo Qual:
Deestine dado &s visceras: [ ) dd crua para os clies [ }ecozinha para os clies
{ )enterma { )alimento para suinos [ }outro:
Sintomas ¢ shnrls
Sintomas:
Diagndstico clinico:
Diingndstico por imagem:
Caso de hidatidose na familiaz { b sim { Indo
Sorologia HIV: () positiva{ ) negativa { ) nio realizada
Material enviade: () soro Dumtadacoletn: /[

{ )1 amostra { )eontrole
Sorologia anterior: ) positiva () negativa {  )ndio realizada
Respansdvel pela investigagdo
Morme do requisitante:
Funghio: Fone para contato:
Municipso: CRS:

Data: [/ Assinatura:
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Formulario para envio de material biolégico por transporte aéreo
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Normas da organizacao e funcionamento do Sistema Nacional
de Laboratoérios de Saude Publica - Sislab

A Portaria n° 1.172, de 15 de junho de 2004, do Ministério da Satide — MS,
que substitui a Portaria n® 1.399/99, regulamenta a NOB SUS 1/96 no que se
refere s competéncias da Unido, dos estados, municipios e do Distrito Federal
na area de Vigildncia em Satude, define a sistematica de financiamento e da outras
providéncias.

A Portaria MS n°2.031, de 23 de setembro de 2004, dispde sobre a organizagao
do Sistema Nacional de Laboratdrios de Saude Puablica - Sislab.

O Sislab é um conjunto de redes nacionais de laboratérios, organizado em
sub-redes, por agravos ou programas, de forma hierarquizada por grau de
complexidade das atividades relacionadas a Vigilancia em Satde, compreendendo
a Vigilancia Epidemiologica, Vigilancia Ambiental em Satide, Vigilancia Sanitaria
e Assisténcia Médica.

E, portanto, constituido pelas seguintes redes nacionais de laboratdrios:

o Rede Nacional de Laboratdrios de Vigilancia Epidemioldgica;

o Rede Nacional de Laboratérios de Vigilancia Ambiental em Saude;

o Rede Nacional de Laboratdrios de Vigilancia Sanitéria; e

o RedeNacional de Laboratdrios de Assisténcia Médica de Alta Complexidade.

As sub-redes sdo estruturadas, observadas suas especificidades, de acordo com

a seguinte classificacdo de unidades laboratoriais:
o Centros Colaboradores - CC;
e Laboratdrio de Referéncia Nacional - LRN;
o Laboratdrio de Referéncia Regional - LRR;

e Laboratdrio de Referéncia Estadual — LRE;
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o Laboratdrio de Referéncia Municipal - LRM;

e Laboratérios Locais - LL; e
o Laboratdrios de Fronteira — LE.

Em um pais continental como o Brasil, essa estrutura¢ido é fundamental para
que as agOes e os servigos laboratoriais executados pelos laboratérios de saude
publica sejam abrangentes, organizados, racionais e em consondncia com o0s
principios do SUS.

As competéncias dessas unidades laboratoriais estdo estabelecidas na Portaria
n° 2.031/2004, anteriormente citada.

Os laboratorios de referéncia regional sdo unidades laboratoriais capacitadas
a desenvolver atividades mais complexas, organizadas por agravos ou programas,
que prestam apoio técnico-operacional aquelas unidades definidas para sua area
geografica de abrangéncia.

Essas duas unidades laboratoriais sdo oficialmente definidas pelo MS.

Os laboratérios de referéncia estadual sdo os Laboratdrios Centrais de Satude
Publica - Lacen, vinculados as secretarias estaduais de satiide, com drea geografica
de abrangéncia estadual.

Os laboratérios de referéncia municipal sdo unidades laboratoriais vinculadas
as secretarias municipais de satide, com area geografica de abrangéncia estadual.

Os laboratérios locais sdao unidades laboratoriais que integram a rede estadual
ou municipal de laboratérios de satide publica.

Os laboratdrios de fronteira sdo unidades laboratoriais localizadas em regides
limitrofes do Pais.

No Capitulo IIT da Portaria n® 2.031/2004 ¢é definida a gestdo do sistema. As
Redes Nacionais de Laboratérios de Vigilancia Epidemioldgica e Ambiental
em Satde tém como gestora nacional a Secretaria de Vigilancia em Sadde, do

Ministério da Saude.

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS @



Hidatidose Humana no Brasil

Coordenacao-Geral de Laboratorios de Saude Publica - CGLAB

A Coordenacdo-Geral de Laboratdrios de Saude Publica, vinculada a Secretaria
de Vigilancia em Satde, é responsavel por coordenar, normalizar e supervisionar as
atividadestécnicas dasRedes Nacionais de Laboratérios de Vigilancia Epidemiologica
e Ambiental em Saide. A CGLAB tem como metas promover, coordenar, apoiar
e fomentar a¢des, objetivando a melhoria continua dos servigos prestados por
essas redes. Nesse sentido, a elaboragdo de manuais técnicos com a definicdo
das metodologias, das orientagdes e dos procedimentos que devem ser seguidos
pelos laboratérios é de grande importancia para a confiabilidade e a qualidade dos
resultados e dos trabalhos por eles gerados, j& que estes tém implica¢des clinico-

terapéuticas e epidemioldgicas para o paciente e para a sociedade.
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Relacao dos Laboratérios Centrais de Saude Publica — Lacen

Acre

Laboratério Central de Saude Publica Dr. Djalma da Cunha Batista
Av. Gettlio Vargas, Travessa do Hemoacre, s/n

CEP: 69900-614, Rio Branco-AC

Tel.: (68) 3228-2720

Fax: (68) 3228-2720

E-mail: lacen.saude@acre.gov.br

Alagoas

Laboratério Central de Saude Publica Dr. Aristeu Lopes
Av. Marechal Castelo Branco, 1.773, Jatitica

CEP: 57036-340, Macei6-AL

Tel.: (82) 3315-2702/2701

Fax: (82) 3315-2722

E-mail: coordenagao@lacen.com.br / telma@lacen.com.br

Amapa

Laboratdrio Central de Saude Publica Prof. Reinaldo Damasceno
Rua Trancredo Neves, 1.118, Sdo Lazaro

CEP: 68900-010, Macapa-AP

Tel.: (96) 3212-6175/6165/6115

Fax: (96) 3212-6115

E-mail: diretoria@lacen.ap.gov.br
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. Amazonas

Laboratério Central de Satide Publica
Rua Emilio Moreira, 510, Centro
CEP: 69020-040, Manaus-AM

Tel.: (92) 3622-2819/2129-4000

Fax: (92) 2129-4000

E-mail: lacenam@bol.com.br

Bahia

Institui¢do: Laboratdrio Central de Satide Publica Prof. Gongalo Moniz
Endereco: Rua Waldemar Falcio, 123, Brotas

CEP: 40295-001, Salvador-BA

Tel.: (71) 3376-1414/2299

Fax: (71) 3356-0139

E-mail: lacen.diretoria@saude.ba.gov.br

Ceara

Laboratério Central de Satide Publica
Av. Bardo de Studart, 2.405, Aldeota
CEP: 60120-002, Fortaleza-CE

Tel.: (85) 3101-1472/1491

Fax: (85) 3101-1485

E-mail: ricardo@saude.ce.gov.br

Distrito Federal

Laboratério Central de Satide Publica

SGAN, quadra 601, lotes O e P

CEP: 70830-010, Brasilia-DF

Tel.: (61) 3325-5288/3316-9808 (Centro de Controle de Zoonoses)
Fax: (61) 3321-9995 / 3326-5769

E-mail: gablacen@saude.df.gov.br
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Espirito Santo

Laboratorio Central de Satde Publica

Av. Marechal Mascarenhas de Moraes, 2.025, Bento Ferreira
CEP: 29052-121, Vitéria-ES

Tel.: (27) 3382-5046

Fax: (27) 3137-2404

E-mail: lacen@saude.es.gob.br

Goias

Laboratorio Central de Saude Publica Dr. Giovanni Cysneiros
Av. Contorno, 3.556, Jardim Bela Vista

CEP: 74853-120, Goidnia-GO

Tel.: (62) 3201-8890/3888

Fax: (62) 3201-3888

E-mail: lacen@saude.go.gov.br / lacen.dirgeral@saude.go.gov.br

Maranhiao

Laboratorio Central de Sadde Publica - Instituto Oswaldo Cruz
Rua Afonso Pena, 198, Centro

CEP: 65010-030, Sao Luis-MA

Tel.: (98) 3232-3410/5356

Fax: (98) 3232-3410 ramais: 239 ou 237

E-mail: lacen@lacen.ma.gov.br

Mato Grosso

Laboratorio Central de Satde Publica
Rua Thogo da Silva Pereira, 63, Centro
CEP: 78020-500, Cuiaba-MT

Tel.: (65) 3623-6404/3624-6095

Fax: (65) 3613-2697

E-mail: dirlacen@saude.mt.gov.br
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Mato Grosso do Sul

Laboratorio Central de Satde Publica

Av. Senador Felinto Muller, 1.666, Ipiranga
CEP: 79074-460, Campo Grande-MS

Tel.: (67) 3345-1300/3346-4871

Fax: (67) 3345-1320

E-mail: lacendiretoria@net.ms.gov.br

Minas Gerais

Instituto Octavio Magalhdes/Fundagdo Ezequiel Dias
Rua Conde Pereira Carneiro, 80, Gameleira

CEP: 30510-010, Belo Horizonte-MG

Tel.: (31) 3371-9472/9461/9478

Fax: (31) 3371-9480/9478/9444

E-mail: iomlacen@funed.mg.gov.br

Para

Laboratério Central de Satude Publica
Rodovia Augusto Montenegro, km 10
CEP: 66823-060, Belém-PA

Tel.: (91) 3248-8299/1766

E-mail: lacen@sespa.pa.gov.br

Paraiba

Laboratdrio Central de Sauide Publica

Av. Cruz das Armas, s/n, Cruz das Armas
CEP: 58085-000, Jodao Pessoa-PB

Tel.: (83) 3218-5926/5922

Fax: (83) 3218-5923

E-mail: lacenpb@ig.com.br
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Parana '
Laboratério Central do Estado

Rua Sebastiana Santana Fraga, 1.001, Guatupé

CEP: 83060-500, Sao José dos Pinhais-PR

Tel.: (41) 3299-3200/3218/3219

Fax: (41) 3299-3204

E-mail: lacen@pr.gov.br / diretorialacen@sesa.pr.gov.br

Pernambuco

Laboratorio Central de Satde Publica Dr. Milton Bezerra Sobral
Laboratério de Endemias — Labend

Av. Conde da Boa Vista, 1.570, Boa Vista

CEP: 50060-001, Recife-PE

Tel.: (81) 3412-6416/6417

Fax: (81) 3412-6333

E-mail: lacen@saude.pe.gov.br

Piaui

Laboratério Central de Saude Publica Dr. Costa Alvarenga
Rua Dezenove de novembro, 1.945, Primavera

CEP: 64002-570, Terezina-PI

Tel.: (86) 3223-2484/3221-3551

Fax: (86) 3216-3651

E-mail: lacempi@veloxmail.com.br

Rio de Janeiro

Laboratdrio Central de Saude Publica Noel Nutels
Rua do Resende, 118, Fatima

CEP: 20231-092, Rio de Janeiro-R]

Tel.: (21) 2252-4000

Telefax: (21) 2232-5767/2470

E-mail: dptnnutels@saude.rj.gov.br
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Rio Grande do Norte

Laboratério Central de Satide Publica
Rua Cénego Monte, s/n, Quintas
CEP: 59037-170, Nata-RN

Tel.: (84) 3232-6191

Fax: (84) 3232-6195

E-mail: lacen@rn.ig.com.br / lacenrn@yahoo.com.br

Rio Grande do Sul

Laboratério Central do Estado

Av. Ipiranga, 5.400, Jardim Botéanico
CEP: 90610-000, Porto Alegre-RS
Tel.: (51) 3288-4035/3352-0416
Fax: (51) 3288-4053

E-mail: lacen@fepps.rs.gov.br

Rondoénia

Laboratério Central de Satide Publica

Rua Anita Garibaldi, 4.130, Costa e Silva

CEP: 78903-770, Porto Velho-RO

Tel.: (69) 3216-5305/5300/5301/5302

Fax: (69) 3216-6149/6106 ou 3223-4890 ou 2339-6566

E-mail: direcao@lacen.ro.gov.br

Roraima

Laboratério Central de Satide Publica

Av. Brigadeiro Eduardo Gomes, s/n, Novo Planalto
CEP: 69305-650, Boa Vista-RR

Tel.: (95) 3623-2996/1982/1221

Fax: (95) 3223-1976/1294 (Secretaria de Saude)

E-mail: lacen@saude.rr.gov.br
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Séao Paulo

Instituto Adolf Lutz

Av. Dr. Arnaldo, 355, Cerqueira César
CEP: 01246-902, Sao Paulo-SP

Tel.: (11) 3068-2800/2802

Fax: (11) 3085-3505/3088-3041

E-mail: martais@ial.sp.gov.br

Santa Catarina

Laboratorio Central de Satde Publica

Av. Rio Branco, 172, fundos, Centro

CEP: 88015-201, Floriandpolis-SC

Tel.: (48) 3251-7801/7800/7813/7817/7802
Fax: (48) 3251-7900

E-mail: lacen@saude.sc.gov.br

Sergipe

Instituto Parreiras Horta

Rua Campo do Brito, 551, Sdo José
CEP: 49020-380, Aracaju-SE

Tel.: (79) 3234-6000

Fax: (79) 3214-1863

E-mail: gpresi@hemolacen.se.gov.br

Tocantins

Laboratorio Central de Referéncia em Sadde Publica

601 Sul, Av. LO 15, Conjunto 2, Lote 1, Planalto Diretor Sul
CEP: 77054-970, Palmas-TO

Tel.: (63) 3218-3237/3239/3223

Fax: (63) 3218-3220/3228

E-mail: lacen@saude.to.gov.br

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS


mailto:martais@ial.sp.gov.br
mailto:lacen@saude.sc.gov.br
mailto:gpresi@hemolacen.se.gov.br
mailto:lacen@saude.to.gov.br

Hidatidose Humana no Brasil

Anticorpos: ou imunoglobulinas, sdo glicoproteinas sintetizadas e excretadas
por plasmdcitos derivados dos linfécitos B, presentes no plasma, tecidos e
secregdes, que atacam proteinas estranhas ao corpo, chamadas de antigenos,

realizando, assim, a defesa do organismo (imunidade humoral).

Antigeno: qualquer substincia que consiga induzir resposta imunoldgica
detectavel, quando introduzida no organismo de um animal. O que caracteriza o
antigeno é a presenca de estruturas moleculares (epitopos) cujas superficies sejam
complementares as de sitios determinados (paratopos) existentes na superficie de

algum linfécito.

Colo: existente nos cestodides, é um segmento delgado do corpo, entre o escélex
e o estrdbilo, em que ocorrem intensa multiplicacdo celular e formagdo continua

de novas proglotes.

Diluigdo: adi¢do de um solvente a um soluto ou mistura para decrescer a

concentragdo de um soluto ou composto.

Dispneia: estado em que o paciente apresenta dificuldade respiratéria por

qualquer causa, acompanhada de sensagdo de opressdo e mal-estar.

Enzima: grupo de substincias orgénicas de natureza normalmente proteica,
com atividade intra ou extracelular, que tem fungdes catalisadoras, catalisando
reacbes quimicas que, sem a sua presenca, dificilmente aconteceriam. Isso é
conseguido a partir do aumento da velocidade das rea¢des quimicas, possibilitando

o metabolismo dos seres vivos.
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Escolex: é a “cabeca” da ténia, regido anterior do corpo que adere a parede

intestinal através das ventosas e ganchos.
Estrobilo: toda a cadeia de proglétides da ténia.

Helminto: termo geral e pouco preciso para designar metazodrios que
pertencem quase sempre aos filos Platyhelminthes e Nemathelminthes, ou também
aos Acanthocephala, Pentastomida e Annelida. Em alguns casos, é usado no mesmo

sentido que verme; em outros, refere-se somente a vermes parasitos.
Hemoptise: expectoragdo de sangue, devido a hemorragia das vias respiratorias.

Hidatide: forma larvaria dos cestdides do género Echinococcus, que se
desenvolve, a partir da oncosfera, nos tecidos dos hospedeiros intermediérios,

como uma vesicula geralmente esférica.
Hospedeiro: organismo no qual o parasito vive.

Hospedeiro definitivo: aquele no qual se desenvolve a fase adulta do parasito

(sexuada).

Hospedeiro intermediario: aquele onde se desenvolve a fase assexuada,

larvaria ou juvenil do parasito.

Imunoglobulinas: compreende a superfamilia de proteinas, que, além de
anticorpos (Ig) circulantes no sangue e liquidos organicos, representa muitas

moléculas encontradas como marcadores ou receptores em membranas celulares.

Infecgdo: contaminac¢éo ou invasdo do corpo por um microrganismo parasito,

que pode ser um agente patogénico ou nio.

Oncosfera: embrido da ténia com seis ganchos.

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS



Hidatidose Humana no Brasil

Prevaléncia: niimero de casos de uma doenca ou de pessoas atingidas por essa
doenga, bem como o de outros eventos moérbidos que ocorrem em uma populagio
determinada, durante um periodo definido, sem que se fagam distingdes entre

€asos novos ou antigos.

Proglote: cada um dos segmentos que formam o corpo ou estrébilo dos

Cestoidea.

Protoescolex: escolex formado por brotamento interno nas vesiculas proligeras
da hidatide.

Rostro: estrutura muscular e retratil que suporta, em geral, uma colegdo de

aculeos, movimentados para a fixagdo do parasito.

Ventosas: estruturas musculares que se apresentam geralmente como
depressdes em forma de cipula ou taga, destinadas a aderéncia ou fixagdo dos

parasitos.

Vesicula aquosa: pequeno saco contendo liquido.
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