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MINISTERUL SANATATII AL REPUBLICII MOLDOVA

ORDIN
mun. Chisiniu

Nr. %MC// [[

Cu privire la aprobarea Ghidului ,,Diagnosticul coproparazitologic —
componenti in supravegherea parazitozelor intestinale”

fn vederea standardizrii si asigurdrii calitatii serviciilor medicale, in temeful prevederilor
Hotarsrii Guvernului nr.148/2021 Cu privire la organizarea si functionarea Ministerului Sanatétii,

ORDON:

1. Se aproba Ghidul ,Diagnosticul coproparazitologic - componentd in supravegherea
parazitozelor intestinale”, conform anexei.

2. Conducatorii prestatorilor de servicii medicale vor organiza implementarea i monitorizarea
eficientei aplicarii in activitatea practicd a prevederilor Ghidului ,,Diagnosticul coproparazitologic -
componenti in supravegherea parazitozelor intestinale”.

3. Agentia Medicamentului si Dispozitivelor Medicale va iIntreprinde mésurile necesare in
vederea asigurdrii pietii farmaceutice din Republica Moldova cu dispozitivele medicale,
consumabilele, reagentii si echipamentele incluse in Ghidul ,,Diagnosticul coproparazitologic -
componenti in supravegherea parazitozelor intestinale™.

4. Conducitorul Companiei Nationale de Asigurdri in Medicina va organiza ghidarea
angajatilor din subordine de prevederile Ghidului ,,Diagnosticul coproparazitologic - componenta in
supravegherea parazitozelor intestinale”, in procesul de executare a atributiilor functionale, inclusiv
in validarea volumului §i calitatii serviciilor acordate de cétre prestatorii contractati in sistemul
asigurdrii obligatorii de asistentd medicala.

5. Conducatorul Agentiei Nationale pentru Sanatate Publicd va organiza:

1) asigurarea accesibilitatii Ghidului ,.Diagnosticul coproparazitologic - componentd in
supravegherea parazitozelor intestinale” pe pagina web a ANSP si acordarea suportului consultativ-
metodic in implementarea acestuia in activitatea prestatorilor de servicii medicale;

2) evaluarea aplicarii Ghidului Diagnosticul coproparazitologic - componentd in
supravegherea parazitozelor intestinale”, in cadrul evaluarii si acreditdrii prestatorilor de servicii
medicale;

3) evaluarea respectirii cerintelor Ghidului ,,Diagnosticul coproparazitologic - componenta
in supravegherea parazitozelor intestinale”, in contextul controlului activitfii prestatorilor de
servicii medicale.

6. Rectorul Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,Nicolae Testemitanu” si
conducdtorii colegiilor de medicini vor organiza implementarea Ghidului ,Diagnosticul
coproparazitologic - components in supravegherea parazitozelor intestinale”, in activitatea didactica
a catedrelor respective.

7. Ghidul ,,Diagnosticul coproparazitologic - componentd in supravegherea parazitozelor
intestinale” va fi plasat pe pagina WEB a Ministerului Sanatatii, la rubrica Legislatie/Ghiduri,
protocoale, standarde. B

8. Controlul executirii prezentului ordin se atribuie dnei Svetlana Nicolaescu si dlui Ion
Prisdcaru, secretari de stat.

N, 4,
Ministru </ 7654/4/// L — Ala NEMERENCO
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DEFINITII

Parazitii intestinali se impart in doua increngaturi:

1. Protozoarele - sunt organisme unicelulare care in mod caracte-
ristic se divid si se multiplica in interiorul gazdei, se transmit, de
obicei, pe cale fecal-orala si mai frecvent nu determina eozinofilie.
Se impart in 4 clase:

Sarcodina, reprezentata de diferite specii de amibe, organisme
care se misca cu ajutorul pseudopodelor, rolul patogen revenind
Entamoeba histolytica;

Flagellata, organisme dotate cu unul sau mai multi flageli care
asigura mobilitatea lor, cel mai frecvent reprezentant fiind Lam-
blia intestinalis;

Ciliata, organisme corpul carora este acoperit de cili, rolul pato-
gen revenind Balantidium coli;

Sporozoa, paraziti imobili, de obicei cu habitat intracelular, care
au cicluri evolutive complexe, cel mai frecvent reprezentant fiind
Cryptosporidium spp.

2. Helmintii - sunt organisme pluricelulare care nu se multiplica in in-
teriorul gazdei (cu exceptia Strongyloides stercoralis, Hymenolepis
nana) si deseori se asociaza cu grade variate de eozinofilie. Deseori
fiziologia lor se asociaza cu diferite gazde. Se impart in 3 clase:

Nematoda, viermii inelari, raspandirea carora este determinata
de factorii climaterici, deoarece de obicei sunt geohelminti;

Cestoda - viermii panglica;
Trematoda - viermii plati (distomii).

Raspandirea geografica a cestodozelor si trematodozelor in mare ma-

sura

este determinata de prezenta gazdelor care adapostesc acesti

paraziti.

£
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2] SCOPUL

Acest ghid descrie cerinte de amenajare si dotare a laboratoarelor di-
agnostice care practica investigatii coproparazitologice, procedura de
recoltare, conservare si transportare a probelor, principii si tehnici de
diagnostic, aspecte de biosiguranta in manipularea probelor biologice
si deseurilor capatate in urma acestor activitati.

Ghidul a fost elaborat ca rezultat al analizei si evaluarii celor mai re-
cente surse biobibliografice, publicate in ultimii 15 ani in bazele de
date Web of Science, PubMed, Scopus, HINARI, folosind cuvintele-che-
ie: ,Parazitoze intestinale”, ,diagnostic parazitoze intestinale”, ,exa-
menul coproparazitologic”, ,prevenire parazitoze intestinale”. Initial,
au fost identificate 95 de articole; ulterior, pentru examinare comple-
ta au fost selectate si incluse in studiu 37 de publicatii relevante din
punct de vedere clinic (ghiduri, publicatii de metaanaliza etc.).

31| PARTEA INTRODUCTIVA

Maladiile parazitare sunt cele mai raspandite boli pe globul pamantesc.
Conform estimarilor Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), mai mult
de 2 miliarde de oameni pe glob sunt afectati de helmintiaze, inclusiv
mai mult de 4 milioane de copii in regiunea Europeana a OMS.

Si pentru Republica Moldova acest subiect este actual prin faptul ca
invaziile intestinale reprezinta o cota considerabila in structura maladi-
ilor cu mecanism fecalo-oral de transmitere, cedand doar BDA.

Distributia pe glob a parazitilor intestinali este determinata de factori
geografici si socio-economici. Conditiile climaterice favorabile asigura
supravietuirea indelungata a agentilor cauzali in mediul ambiant. Plus la
aceasta, fiziologia multor paraziti este asociata de diferite gazde, distri-
buirea lor geografica fiind determinata de factorul climateric si conditiile
de mediu. Varsta, prepararea termica incorecta a alimentelor, nerespec-
tarea standardelor de furnizare a apei potabile, conditiile precare de sa-
nitatie si cultura sanitara defectuoasa a populatiei sunt principalii factori
sociali ce determina morbiditatea prin aceste patologii.

Tratamentele antiparazitre profilactice, imbunatatirea calitatii apei, sa-
lubrizarea localitatilor si educatia pentru sanatate sunt acele masuri
care pot influenta esential la reducerea acestor patologii.
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Probabilitatea de infectare cu paraziti intestinali depinde de anumiti
factori: prezenta agentului parazitar specific, 0 modalitate de transmi-
tere adecvata si 0 gazda susceptibila la agentul respectiv.

Desi traim in era tehnologiilor avansate, specificul invaziilor intestinale
consta in faptul ca ,piatra de temelie” in diagnosticul acestor patolo-
gii este cercetarea microscopica a probelor. Utilizarea microscopului
la examinarea probelor biologice pentru identificarea diferitor stadii
evolutive ale parazitilor este 0 metoda accesibila, relativ ieftina si ra-
mane referinta standard in parazitologie. Totusi, se atesta si unele dez-
avantaje: se cere o competenta inalta a colaboratorilor, investigatiile
necesita timp mai indelungat, necesitatea de a practica probe repeta-
te, fapt ce se rasfrange negativ asupra rentabilitatii laboratoarelor si
asupra nivelului de detectabilitate.

Numarul diminuat al examinarilor coproparazitologice pozitive poate
avea mai multe cauze:

» existenta unui timp de latenta intre molipsire si momentul in care
agentul parazitar incepe sa elimine oua, chisturi sau portiuni din
parazit (proglote);

* eliminarea intermitenta de oua, larve si chisturi in materiile fecale.

Exista paraziti care, in functie de ciclul lor biologic, elimina ouale sau
chisturile la interval de 3 zile, altele Ia 5 sau 7 zile.

Actualmente, concomitent cu examenul coproparazitologic, sunt dis-
ponibile si alte tehnici precum detectarea diverselor antigene parazi-
tare din materiile fecale. Avantajul acestor tehnici consta in faptul ca
sunt, relativ, simple, mai rapide si nu necesita cunoasterea microsco-
piei de catre colaboratori. Printre dezavantaje se regasesc disponibili-
tatea echipamentului necesar si costul probei.

Invaziile intestinale cu paraziti, adesea, au semne clinice similare, dar
suspiciunea de parazitoza intestinala nu se sustine principial. Atunci
cand suspiciunea de parazitoza este tratata si, mai ales, tratata repe-
tat, fara a avea confirmarea laboratorului, pot fi consecinte negative,
deoarece toate medicamentele antiparazitare conventionale sunt he-
patotoxice (in diferite grade). Astfel, administrarea repetata si nejus-
tificata a antiparazitarelor (practicata de mamele “hiperprotectoare”)
poate dauna mai grav sanatatii copiilor (hepatite cronice postmedica-
mentoase), decat ar dauna parazitul in sine.

in acest context, rolul decisiv in descifrarea etiologica a invaziilor intes-
tinale (de care depinde ulterioara conduita clinica) revine componentei
de laborator.
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4| CERINTE DE AMENAJARE SI DOTARE A
LABORATOARELOR PENTRU EFECTUAREA
INVESTIGATIILOR COPROPARAZITOLOGICE

Laboratoarele in care se efectueaza investigatii coproparazitologice
trebuie sa dispuna pentru aceasta de minimum doua camere separa-
te: 1 - pentru pregatirea probelor de examinare (inzestrata cu dulap de
aspiratie); 2 - pentru cercetari microscopice. Daca se prevede si pro-
cedura de colectare a probelor, se va amenaja si o incapere destinata
colectarii si inregistrarii biomaterialului.

incaperile trebuie s& fie asigurate cu: apeduct, sistem de canalizare,
electricitate, incalzire, ventilare. Trebuie sa fie instalat un lavoar pentru
personal si unul pentru spalarea veselei de laborator.

incaperile trebuie sa fie suficient iluminate cu lumina de zi si s& cores-
punda cerintelor pentru lucrul cu microscopul.

Peretii incaperilor trebuie sa fie captusiti cu teracota, pana la inaltimea
de 1,5 m, sau vopsiti cu vopsea de culoare deschisa. Podeaua trebuie
sa fie acoperita cu linoleum sau teracota. Suprafetele meselor de lucru
trebuie sa fie confectionate dintr-un material rezistent la: acizi, baze,
apa fierbinte, solutii dezinfectante.

Aparatajul si utilajul trebuie instalate in asa mod, ca sa asigure un
confort maximal si cheltuieli minimale de timp in procesul de activi-
tate. Toate dispozitivele electrice (centrifuga, dulapul pentru uscare
s.a.) trebuie sa aiba contact cu pamantul, sa fie asigurate cu covorase
dielectrice si instructiuni de exploatare.

Canatele dulapului de aspiratie in timpul lucrului trebuie sa fie inchise
la maximum si bine fixate, evitand posibilitatea caderii lor. Este nece-
sar, periodic, sa se verifice functionarea dulapului de aspiratie.

Echipamente

Pentru studiile coproparazitologice este necesar urmatorul minimum
de echipament: nisa de ventilare, frigider, dulap de uscare, microscoa-
pe binoculare, microscop stereoscopic, o lupa pliabila sau trepied, o
centrifuga, areometre, lame, lamele, cuve emailate, sticla de laborator
(eprubete, cilindre, diverse palnii, pahare de sticla de 50-100 ml, pi-
pete etc.), suporturi pentru eprubete, baghete din sticla de 10-15 cm
lungime si 2-3 mm grosime, din lemn. Reagentii sunt preparati in con-
formitate cu metodele de cercetare aplicate.

GHID. Diagnosticul coproparazitologic in invaziile intestinale I 9



5 | CERINTE DE RECOLTARE SI TRANSPORTARE
A BIOSUBSTRATURILOR IN LABORATOR

Parazitozele intestinale se dezvolta ca urmare a invaziei organismului
uman, care este folosit ca habitat pentru paraziti si o sursa de nutritie
a acestora.

Diagnosticul invaziilor parazitare trebuie sa fie complex si sa se bazeze
pe datele anamnezei epidemiologice, evolutiei clinice si rezultatelor
testelor de laborator.

Adesea, manifestarile clinice in multe parazitoze intestinale sunt iden-
tice, de aceea rolul decisiv in descifrarea lor etiologica ii revine dia-
gnosticului de laborator.

Metodele parazitologice de cercetare de laborator pot fi efectuate in
diferite scopuri:

» diagnostic;
* monitorizarea eficacitatii tratamentului;

» evaluarea calitatii complexului de masuri terapeutice si profilacti-
ce efectuate;

* stabilirea nivelului de afectare a populatiei.

Parazitii intestinali paraziteaza la diferite nivele ale tractului gastrointesti-
nal: cadile biliare (unele trematodoze precum distomul pisicii, fasciola s.a.),
duoden (lamblia/giardia, strongilul intestinal si al.), intestinul subtire (crip-
tosporidiile, ascarida, teniazele si al.), intestinul gros (amibele, oxiurii, tri-
cocefalul). Din acest motiv, pentru ei este caracteristic modul intestinal
de a elimina agentul etiologic din corpul unei persoane infectate.

Specificul biologiei fiecarui tip particular de parazit dicteaza necesitatea
unor tactici diferite de cercetare de laborator, care vizeaza detectarea
oualor de helminti sau a fragmentelor acestora, chisturilor sau trofozoi-
tilor protozoarelor intestinale. Examenul direct al scaunului este tehnica
standard de aur pentru diagnosticarea invaziilor cu paraziti intestinali.

Materialul pentru studiu este luat in functie de suspiciunea ca pacien-
tul are una sau alta parazitoza, deoarece modalitatile de izolare a oua-
lor, larvelor sau fragmentelor de paraziti din corpul uman pot fi diferite.

in plus, pentru a efectua diagnosticul de laborator precis, este nece-
sar sa se cunoasca ciclurile biologice si particularitatile fiziologice ale
parazitilor, adica dupa ce timp dupa infectare agentul parazitar devine
matur sexual si incepe sa elibereze oua sau larve in lumenul intestinal,
care sunt detectate prin diferite tehnici de laborator. De exemplu, in in-
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vazia cu Ascaris lumbricoides, ouale din fecale pot fi detectate la 2,5-3
luni dupa infectare, pe cand chisturile/trofozoitii de Lamblia intestinalis
pot fi detectati peste cateva zile dupa infectare.

in prezent, pentru invaziile cu viermi intestinali, predomina invaziile de
joasa intensitate, de aceea pentru coproovoscopie se recomanda utiliza-
rea metodelor de imbogatire. in stadiul incipient al bolii, in absenta hel-
mintilor maturi sexual, precum si in invaziile cauzate numai de masculi
sau forme larvare, diagnosticul coproparazitologic este extrem de dificil.

Diagnosticul de laborator este o componenta importanta in descifrarea
etiologica a invaziilor intestinale. In acelasi timp, calitatea diagnosticu-
lui de laborator depinde de multi factori precum:

* pregatirea corecta a pacientului pentru examinarea de laborator,

* colectarea corecta a materialului pentru cercetare si alegerea
tehnicii optime,

 calificarile si experienta asistentului de laborator.

in plus, pentru a pune un diagnostic corect, este necesar sa se tina
cont cu atentie de informatiile obtinute in timpul colectarii anamnezei
epidemiologice si clinice chiar inainte de examinarea de laborator.

Materialul de cercetare

Parazitii intestinali paraziteaza la diferite niveluri ale tractului gastro-intestinal.

Prin urmare, oudle, larvele si chisturile lor sunt detectate in:

materiile fecale (A. lumbricoides, T. trichiurus, teniidele, amibele s.a.)

bila (L. intestinalis, O. felineus, F. hepatica, S. stercoralis s.a.)

amprenta perianala (E. vermicularis, T. saginatus)

Pentru investigatii la helmintiaze, masele fecale trebuie sa fie prezentate
in laborator in ziua colectarii, intr-un vas de sticla ori din plastic cu capac.
Cantitatea de mase fecale trebuie sa ocupe 1/3 din volumul vasului, deoa-
rece masele fecale in cantitati mici se usuca rapid si ouale de helminti ce
se contin in ele se pot deforma, prezentand astfel dificultati la cercetare.

in afard de aceasta, cantitatea de mase fecale prezentate trebuie s
asigure posibilitatea cercetarii lor repetate, precum si examinarea prin
alte metode. Pregatirea materialului pentru cercetare trebuie facuta in
dulapul de aspiratie.

GHID. Diagnosticul coproparazitologic in invaziile intestinale I 11



Pentru examenul coproparazitologic, fecalele sunt colectate in recipiente
curate si uscate din sticla sau masa plastica cu dop, imediat dupa defeca-
re. Actualmente sunt foarte utilizate recipiente de unica folosinta (fig. 1).

"
E

Figura 1. Containere pentru recoltarea si transportarea maselor fecale in laborator
(A-B) si etapele de colectare a maselor fecale (C-E)

Fotografiile ilustreaza recipiente de colectare a scaunului cu lingura
atasata, pentru a face o colectare mai convenabila.

IMPORTANT!

Pentru un studiu helmintologic este necesar sa stiti:

* Nu este recomandabil sa efectuati studii helmintologice la pacientii cu febra
si in caz de diaree!

+ Inainte de examinare, pacientul nu trebuie s ia uleiuri, medicamente
antidiareice, sorbente, antibiotice timp de 7-10 Zile.

+ Inainte de examinare nu se recomandd sd se madnénce ciuperci, ficat si multe
alimente bogate in fibre.

* Dupa clismele cu ulei si utilizarea bariului, se recomanda sa treaca cateva zile.

* Nu se recomanda de efectuat un examen helmintologic mai devreme de doua
saptamani dupa administrarea preparatelor antiparazitare.

* Se recomanda de repetat investigatia de 3 ori cu un interval de cateva Zzile.

12 I GHID. Diagnosticul coproparazitologic in invaziile intestinale



Pentru examenul la enterobioza se vor recolta amprente/lavaje peria-
nale, preferabil, diminineata dupa somn, inainte de procedeele igieni-
ce (fig. 2).

Figura 2. Containere pentru recoltarea amprentelor/lavajelor perianale

in institutiile prescolare se poate efec-
tua recoltarea probelor dupa somnul
de la amiaza. Pentru aceasta sunt
foarte comode containerele-valiza
(fig. 3), care faciliteaza mult transpor-
tarea probelor in laborator.

in fisa de insotire se vor indica: nume-
le, prenumele, varsta, data recoltarii,
domiciliul si scopul examinarii. La ru-
brica scopul examinarii, daca se soli- Figura 3. Container-valiza pentru

cita un studiu helmintologic clasic, se  recoltarea probelor la enterobioza

indica ,oua de helminti” sau abrevia-

tul ,o/h”. Daca clinicianul suspecta o anumita invazie concreta, e bine
sa indice denumirea ei, deoarece aceasta permite laborantului sa se-
lecteze corect tactica examinarii, de exemplu ,,examen la teniidoze”.
Daca se solicita un examen la protozooze intestinale, obligatoriu se
va indica diagnoza suspectata. De exemplu ,examen la lamblioza”.
Materiile fecale se vor colecta in cantitati suficiente, de obicei 1/3 din
volumul containerului, deoarece o cantitate insuficienta de material in
cazuri de intensitate joasa a invaziei scade eficacitatea investigatiei.
La fel, uneori, apare necesitatea de a repeta investigatia sau a comple-
ta studiul cu o alta tehnica, in functie de rezultatul preliminar.

Examenul coproovoscopic necesita a fi efectuat nu mai tarziu de 24 de
ore din momentul defecatiei. Daca din careva motive aceasta nu este
posibil, se recomanda utilizarea unui conservant.
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IMPORTANT!

* Nu se colecteaza probe de fecale din vasul de weceu.

* Pentru copii, o proba poate fi colectata dintr-un scutec sau olita.

* Se recomanda de colectat material din cel putin trei puncte din scaun.

* Fecalele pentru analize trebuie livrate la laborator nu mai tarziu de o zi dupa
defecare, iar, daca se suspecteaza strongiloidiaza, imediat.

* Scaunele diareice care necesita a fi examinate la protozooze intestinale se
vor transporta in laborator imediat, deoarece formele vegetative, dupa de-
fecatie, Isi pierd repede mobilitatea.

» Daca transportarea la laborator este dificila, din orice motiv, materialul tre-
buie depozitat in frigider la temperatura +4-8°C.

Tabelul 1. Variante de conservanti utilizati in diagnosticul parazitozelor

intestinale
Denumirea Compozitia
Solutie Barbagallo - formol concentrat - 3,0 ml;

- solutie fiziologica - 97,0 ml.
Solutie 50% de glicerina |- glicerina - 50,0 ml;
- apa distilata - 50,0 ml.

Alcool etilic 70%. - alcool etilic 95°-67,5 ml;

-apa - 32,5 ml
Sol. 10% formol - formol concentrat - 10,0 ml;

- apa distilata - 90,0 ml.
Conservantul Turdyev - NaNO, (nitrat de sodiu) - 1,6 g;

- solutie Lugol 2% - 80,0 ml;

- glicerina - 20,0 ml;

- formol concentrat - 100,0 ml;

- apa distilata pana la 1000,0 ml.

Nota: La colectarea probelor de fecale intr-un conservant, trebuie respectat
raportul: 1 parte fecale si 3 parti conservant. Fecalele pot fi pastrate in
solutii de conservanti pana la 2-3 saptamani.

La inregistrarea rezultatelor investigatiilor, denumirea agentilor parazi-
tari identificati se va face dupa nomenclatura contemporana, in limba
latina. Se accepta ca apartenenta de gen sa fie indicate abreviat. De
exemplu, s-a depistat A. lumbricoides. Daca se depisteaza specii rare,
se va scri denumirea completa.

Exemplu: S-a depistat Hymenolepis diminuta. in cazul depistarii ami-
belor, se va scrie denumirea completa, pentru a evita confundarea de
catre medic a agentului cazal. Astfel, la identificarea amibei intestinale
se va indica Entamoeba coli si nicidecum E. coli, deoarece clinicianul ar
putea confunda cu Escherichia coli.
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6 | DIAGNOSTICUL COPROPARAZITOLOGIC
IN HELMINTIAZELE INTESTINALE

Principala metoda de diagnosticare a invaziilor cu viermi intestinali este
detectarea microscopica a oualor, larvelor sau helmintilor maturi in fe-
cale. Aceasta metoda mai este numita ,standardul de aur”. Cele mai
comune metode de examinare a fecalelor sunt helmintocoproscopice.
Helmintocoproscopia este un set de metode de prelevare, prelucrare si
examinare (macro- si microscopica) a probelor de fecale umane pentru
a detecta ouale, larvele de helminti si fragmentele acestora. Include
urmatoarele tipuri de cercetare:

* coproovoscopia (examinarea fecalelor pentru identificarea oualor
de helminti);

* coprolarvoscopia (examinarea fecalelor pentru identificarea lar-
velor de helminti);

* examinarea macroscopica a fecalelor (detectia fragmentelor sau
a helmintilor maturi in fecale).

Studiul probei se incepe cu examinarea macroscopica, care
este utilizata pentru a detecta helminti intregi sau fragmentele
acestora in fecale cu ochiul liber sau folosind o lupa de mana si/sau
microscopul stereoscopic. Pe suprafata fecalelor dupa defecare,
se pot vedea oxiuri care se misca activ; uneori sunt excretati cu
fecalele alti viermi inelari precum ascarizii, tricocefalii; la pacientii
cu difilobotrioza pot iesi in evidenta fragmente din strobila teniei
(sub forma de ,taitei”), iar la cei infectati cu teniide (tenia de porc
sau bovina), adesea, cu fecalele se elimina proglotele.

Reactivi si echipamente necesare: Cutii Petri, hartie neagra, pensete,
ace de disectie, lame mari (6x10; 8x12 cm), lupa, microscop si
microscop stereoscopic binocular.

Principiul examenului macroscopic consta in faptul ca in masele fecale
diluate (5 g), privite pe fondal intunecat, se evidentiaza bine helmintii
ori fragmentele lor albe.

Mersul investigatiei:

1) Se indeparteaza toate particulele suspecte si formatiunile mari cu o
penseta sau cu un ac de disectie pe o lama separata sau pe o placa
Petri.

2) Formatiunile suspecte de fragmente de helminti sunt examinate la
microscopul stereoscopic sau la lupa intre doua lame de sticla.
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3) Helmintii mici se vor studia la microscop la marimea 10x10 intr-o
picatura de glicerina sau solutie fiziologica.

4) Segmentele (proglotele) cestodelor se aplica pe o lama de sticla, se
usuca cu o hartie de filtru, se acopera cu o alta lama de sticla, apa-
sand usor, si se examineaza structura uterului.

5) Microscopia tuturor parazitilor sau fragmentelor detectate vizual in
fecale este necesara pentru a clarifica caracteristicile morfologice si
a identifica parazitul.

Aplicatie. Metoda este utilizata in identificarea parazitilor maturi sau a
fragmentelor acestora, de exemplu, pentru diagnosticul diferential al
segmentelor de cestode (tenia bovina, porcina si lata).

Metodele coproovoscopice pot fi de naturda generald/clasica: in acest
caz studiile fecalelor vizeaza diagnosticarea unui grup de helmintiaze.
Tehnicile speciale prevad examinarea fecalelor concret pentru anumite
helmintiaze, care nu pot fi depistate prin tehnici generale dat fiind fap-
tul ca poseda particularitati fiziologice specifice.

Metodele clasice se clasifica in simple si de imbogatire (fig. 4).

Metodele simple includ metoda frotiului nativ si metoda frotiului gros
sub celofan, Kato-Katz.

Metodele de imbogatire sunt mai eficiente si se bazeaza pe concen-
trarea oualor in preparate. Acestea presupun pretratarea fecalelor cu
reagenti, in urma carora ouadle de helminti precipita in sediment sau
plutesc in pelicula de la suprafata lichidului. Exista urmatoarele meto-
de de imbogatire:
+ flotatie (cand greutatea specifica a oualor este mai mica decat
greutatea specifica a solutiei saturate si oudle plutesc in pelicula
de la suprafata);

» sedimentare (cand greutatea specifica a oualor este mai mare de-
cat densitatea solutiei si ouale se depun, formand un sediment).

Metodele microscopice se bazeaza pe detectarea oualor sau a larve-
lor de helminti in fecale prin microscopie. Microscopia preparatelor se
efectueaza, de obicei, la marimea mica a microscopului (10x10). Doar
pentru un studiu mai detaliat al structurilor suspecte se foloseste ma-
rirea mai mare (10x40).

Pentru a evita erorile, se recomanda sa se foloseasca aceeasi marire a
microscopului, sa nu fie schimbate optica, iluminarea si sa se tina cont
de toate particularitatile morfologice ale oualor/larvelor de paraziti.
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Metode generale Metode speciale

Metode de Amprenta/raclajul
imbogatire perianal
|

Frotiu nativ De sedimentare: Metoda Baermann
| - cu formol-eter |
- Parasep

Metoda Kato-Katz | Examenul bilei

De flotare:

- Kalantarean
- Fllleborn

- Lughin

Metode simple

Figura 4. Clasificarea metodelor microscopice utilizate
in diagnosticul de laborator al helmintiazelor intestinale

IMPORTANT!

Se va examina toata suprafata frotiurilor, fara a intrerupe examinarea la prima
descoperire, deoarece sunt posibile poliinvazii (parazitarea concomitenta a mai
multor specii)!

Metodele simple
Determinarea prezentei oualor de helminti prin metoda frotiului nativ

Echipament si reagenti:

Microscop, baghete de sticla, lame de sticla, lamele 24 x 24 mm, placi
de sticla cu dimensiunea 10 x 15 cm, cuve emailate, solutie 30% glice-
rina, alcool etilic 70°.

Pregatirea solutiilor de lucru:
Glicerina 30%: o parte glicerina pura + doua parti apa distilata.
Sol. 70° alcool: la 67,5 ml alcool de 95° + 32,5 ml apa distilata.

Mersul investigatiei:
Pe o lama se aplica o picatura de glicerina de 30%. Cu ajutorul unei
baghete, preferabil de lemn sau de sticla, se ia o portiune de materii
fecale din proba, de marimea unei gamalii de chibrit, se omogenizeaza
bine in picatura de glicerina, se acopera cu o lamela si se examineaza
la microscop (fig. 5).
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Din motiv ca este putin eficienta, nu este folosita ca metoda indepen-
denta de diagnostic si este recomandata doar in asociatie cu o alta
tehnica.
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Figura 5. Doua variante de pregatire a frotiului nativ
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Determinarea prezentei oualor de helminti prin metoda Kato-Katz

Echipament si reagenti:

Microscop, baghete de sticla, pelicule de celofan prelucrate dupa Ka-
toh, lame de sticla mari = 6 x 6 cm, cu marginea prelucrata (slefuita),
dop de cauciuc, placi de sticla cu dimensiunea 10 x 15 cm, cuve emai-
late, solutie 30% glicerina, alcool etilic 70°.

Pregatirea solutiilor de lucru:

Amestecul Katoh. La 1,2 ml sol. apoasa de verde de malahita de 3,0%
(2,5 g verde de malahita + 75 ml apa) se adauga 100 ml glicerina si
100 ml de fenol de 6,0% (6 g fenol + 100 ml apa distilata).

Celofanul hidrofil dupa Katoh. Se taie celofanul hidrofil in bucati de 10
x 10 cm (de marimea lamei) si se cufunda in amestecul Katoh pe 24
ore. In acest amestec, intr-un vas inchis, pot fi pastrate timp de 6 luni.
in 200 ml sol. Kato se pot pregati pana la 5 mii pelicule.

Sol. 709 alcool: 1a 67,5 ml alcool de 95° + 32,5 ml apa distilata.
Nota: in lipsa colorantului (se recomandd pentru a minimaliza oboseala ochi-
lor laborantului) si a fenolului, (se recomanda ca dezinfectant pentru

prevenirea mucezirii amestecului), peliculele de celofan pot fi pregatite
si pastrate doar in sol. 50% glicerina.
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Mersul investigatiei: O bucatica mica de mase fecale (de marimea
unui bob de mazare) se aplica in centrul unei lame de sticla. Cu pen-
seta se ia 0 bucatica de celofan din amestecul Katoh si se aplica pe
materialul de studiu. Se preseaza usor cu un dop de cauciuc in asa
mod ca masele fecale sa se distribuie uniform sub pelicula, fara a iesi
de sub ea (fig. 6). Se lasa pentru iuminare/transparenta pe 1 ora (in
timp de vara pe 30-40 min.). Se microscopiaza la marimea (10x10) pe
toata suprafata frotiului. Daca este necesar, elementele suspecte se
studiaza si la marimea medie (10x40). Prin aceasta tehnica, ouale de
helminti sunt de 5-20 de ori mai frecvente decat in frotiul nativ.

G

Figura 6. Tehnica de efectuare a frotiului gros dupa Kato-Katz
Sursa: Endriss Y., Escher E., Rohr H., Weiss N., 2005.

Este de dorit ca fiecare laborator sa determine timpul optim de expo-
zitie a preparatului. Pentru a face acest lucru, un semn (litera, numar)
este aplicat pe o lama de sticla cu un marker de sticla si se prepara
un frotiu de fecale conform Kato-Katz pe reversul lamei. Ulterior se va
nota momentul in care figura devine clar vizibila prin fecalele ilumi-
nate. Acesta este timpul optim de expunere pentru un frotiu gros la
0 anumita temperatura. Daca preparatul este subexpus, microscopia
este extrem de dificila din cauza masei intunecate de fecale. Daca pre-
paratul este supraexpus, acesta va deveni prea transparent, iar ouale
de helminti vor fi deosebit de decolorate, ceea ce va face dificila vizu-
alizarea lor si riscul de a produce rezultate fals negative.
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Actualmente, sunt disponibile truse comerciale standardizate pentru
utilizarea metodei Kato-Katz (fig. 7). Din punctul de vedere al eficien-
tei, aceasta metoda este apropiata de metodele de flotatie (vezi mai
jos), dar detecteaza doar invaziile de intensitate mare si medie. Este
folosita ca metoda independenta de diagnostic si este recomandata
pentru examinarea in masa a populatiei.

SO T

Figura 7. Modele de kituri comerciale standardizate pentru metoda Kato-Katz

Determinarea prezentei oualor de helminti prin metode de imbogatire

Determinarea prezentei oualor de helminti prin metoda de flotatie

Principiu: in solutii cu densitatea relativa mare, ouale de helminti, fiind
mai usoare, plutesc in pelicula de la suprafata.

Echipament si reagenti:

Microscop, areometru, baghete de sticla, pahare de sticla cu vol. 50 ml,
placi de sticla cu dimensiunea 10 x 15 cm, lame de celofan hidrofil cu di-
mensiunea 10 x 10 cm, lamele 24 x 24 mm, cuve emailate, solutie satura-
ta (densitatea nu mai mica de 1,36) de NaNO,, solutie saturata (densita-
tea nu mai mica de 1,18) de NaCl, solutie 30% glicerina, alcool etilic 70°.

Tabelul 2. Pregatirea si utilizarea solutiilor flotante

Compozitia solutiei

Solutia saturata Densitatea | Expozitia Cantitatea Cantitatea

de sare de apa

nitrat de natriu

Sol. nitrat de natriu 1,38-1,40 | 25 min. (NaNO,) 1000 g 1,01
Sol. nitrat de amoniu . nitrat de amoiu

sau Selitra amoniacala 13 25 min. (NH,NO,) 1700 g 1.0
Sol. clorura de natriu 1,18-1,2 | 45 min. NaCl (sare de 1,01

bucatarie) 400 g
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Pregatirea solutiilor de lucru:

Sol. saturata de NaNO,: Pentru pregatirea solutiei saturate de NaNO,
pot fi folosite atat sarea pura chimica, cat si cea tehnica. Sarea se
amesteca cu apa in proportia 1:1 (1 kg de sare la 1 litru de apa) si se
fierbe pana ce la suprafata se formeaza o pelicula cristalica. Solutia se
raceste si se filtreaza si cu areometru se masoara densitatea relativa
care trebuie sa fie nu mai mica de 1,36 g/cm3.

Sol. saturata de NH,NO,: Selitra amoniacala. Selitra se amesteca cu
apa in proportia 1,7:1 (1 kg 700 g de selitra la 1 litru de apa) si se
fierbe pana ce la suprafata se formeaza o pelicula cristalica. Solutia se
raceste si se filtreaza si cu areometru se masoara densitatea relativa
care trebuie sa fie nu mai mica de 1,3 g/cm?.

Solutie saturata de NaCl: Pentru pregatirea solutiei saturate de NaCl
pot fi folosite atat sarea pura chimica, cat si cea tehnica. Sarea se
amesteca cu apa in proportia 0,4:1 (400 g de sare la 1 litru de apa) si
se fierbe pana ce se dizolva toate cristalele de sare. Solutia se raceste
si se filtreaza si cu areometru se masoara densitatea relativa, care tre-
buie sa fie nu mai mica de 1,18 g/cm?3.

Sol. Glicerina 30%: Apa distilata + glicerina pura 2:1

Conservant Barbagalo: Sol. fiziologica 97,0 ml+3,0 ml formol

Sol. 70° alcool: La 67,5 ml alcool de 95° + 32,5 ml apa distilata

Metoda Kalantarean

in pahare cu volumul de 50 ml, pre-
gatite din prealabil se toarna 1/3 vo-
lum de solutie flotanta, apoi se intro-
duc cca 5 g (vizual de marimea unei
alune) de materii fecale si minutios
se agita cu o bagheta de lemn sau de
sticla. Particulele mari, ce se ridica la
suprafata, se Tnlatura din borcanas cu
o bucatica de hartie, apoi se adauga
solutie pana la marginea de sus a bor-
canului Tn asa mod, ca sa se formeze
un menisc convex, care se acopera cu
o placa de sticla curata si degresata/ r
poate fi Tnlocuita cu o pelicula de ce-
lofan hidrofil si se lasa pe 25 min. (fig.
8). In cazul cand intre solutie si placa
de sticla raman bule de aer, placa se misca putin intr-o parte si prin
orificiul format, cu pipeta, se mai introduce flotant pana cand ele vor
disparea. Se cere o deosebita precautie ca sa se evite prelingerea solu-

Figura 8. Tehnica montarii metodei
de flotatie
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tiei din pahar. Dupa expirarea timpului de flotare, cu o miscare rapida,
placa se scoate de pe borcanas si se intoarce cu suprafata umeda in
sus. Se adauga 2-3 picaturi sol. 30% de glicerina. Daca se utilizeaza
pelicula de celofan ea se ridica repede si atent de pe pahar si se aplica
pe lama de sticla, pregatita din timp. Continutul paharului se varsa in
solutie dezinfectanta. De obicei, se efectueaza microscopia la marimea
10 x 10 pe toata suprafata frotiului. Daca nu se identifica nimic sus-
pect, examinarea la marimi mai mari nu se efectueaza.

Daca se identifica structuri care necesita o studiere mai detaliata, se
transfera la marime medie (10 x 40). Rezultatul se scrie in buletinul de
analiza.

Nota: In lipsa nitratului de Na, se poate utiliza nitratul de amoniu (m-da Lu-
ghin), care se pregateste conform retetei din tabelul nr.2.

Metoda Fiilleborn
Montarea probei este identica cu precedenta, cu exceptiile:
» Expozitia lamei/peliculei pe pahar este de 45 min.;
* Dupa ce se ia lama de pe suprafata peliculei, continutul paharului

se varsa in solutie dezinfectanta, lasandu-se 2-3 ml de sediment;
acesta se aplica pe alta lama de sticla si se examineaza.

Astfel, prin aceasta tehnica se vor examina doua frotiuri, unul din peli-
cula si al doilea din sediment, motiv din care aceasta tehnica necesita
mai mult timp la etapa de microscopiere, moment ce prezinta un dez-
avantaj, comparativ cu metoda Kalantarean.

Nota: Deoarece densitatea sol. saturate de NaCl este mai mica, oudle mai
.grele” (nefecundate de ascaride, teniidele, trematodele), se pot cu-
funda in sedimentul solutiei.

IMPORTANT!

» Montarea probelor trebuie sa se efectueze in dulapul de aspiratie.

* Paharele si frotiurile pregatite se pun in cuve emailate.

* Pentru a proteja contaminarea mesei microscopului, pe ea se va aseza o bu-
cata de sticla cu dimensiunea 10 x 15 cm.

Metodele de sedimentare
Metoda de sedimentare cu formol-eter

Principiul: |a prelucrarea maselor fecale cu formalina si eter, se produ-
ce separarea si concentrarea agentilor parazitari in sediment.
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Echipament si reagenti:

Microscop, centrifuga, eprubete pentru centrifugare cu dopuri, pipete,
lame, lamele, bastonase de sticla/lemn, eter, solutie de formalina de
10,0%, solutie fiziologica, alcool 70°.

Pregatirea reagentilor:

Sol. Formol: 10,0% - 10,0 ml formalina + apa distilata pana la 100 ml
Sol. fiziologica: apa distilata 100 ml + 9 g NaCl

Sol. alcool 70°: 1a 67,5 ml alcool de 95° + 32,5 ml apa distilata

Mersul investigatiei (fig. 9):

1. in eprubeta de centrifugare se toarna 7 ml solutie de formol de10,0%;

2. Se adauga o portiune de materii fecale de marimea unui bob de
mazare (o astfel de cantitate de materii fecale incat solutia din epru-
beta sa creasca la 8 ml).

3. Se agita bine cu o bagheta pana se formeaza un amestec omogen.

4. Se strecoara printr-o palnie cu doua straturi de tifon in alta eprubeta
(astfel incat sa fie 8 ml, daca este mai putin, atunci se mai adauga
solutie de formol de 10,0%).

5. Se adauga 2 ml de eter, adica pana la semnul de 10 ml, se inchide
cu un dop si se agita energic timp de 30 de secunde (agitati-l de
preferinta intr-o hota, In pozitie orizontala, in timp ce tineti dopul).

- f b: J -
[ B %\ =] A
AL S L - o
Proba de scaun se Portiunea prelevata se Se ﬁltréazé prin 2 straturi Se centrifugheaza
omogenizeaza si introduce intr-o eprubeta de tifon in alta eprubeta 2 min. la viteza ‘
sepreleva ~1g cu 7 ml sol. formol 10% de centrifugare, la care se 1500 rot./min.
si se omogenizeaza adauga 2-3 ml de eter sau

acetat de etil, se inchide cu -

un dop si se agita ~ 30 sec.

¢ | __
% dma é e

o e Discardthe suparmatant
. Supernatantul se inlatura, iar din
Pomsirriorarsy sediment se pregatesc frotiuri care
se examineaza la microscop folosind
marimea medie (10 x 40)

=
Dupa centrifugare se
l formeaza 4 straturi:
eter, detrit, formol si
sediment

£

Figura 9. Tehnica montarii metodei de sedimentare cu formol-eter

6. Amestecul este centrifugat la 2000 rot./min. timp de 1 min. (sau
timp de doua minute la 1500 rot./min.).

7. Dupa centrifugare, in eprubeta se formeaza 4 straturi: eter, ,,dop de
fecale”, solutie de formalina si la fund - sedimentul, care va contine
oua de helminti si chisturi de protozoare (fig. 10).
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8. Se separa de pe peretii eprubetei
~dopul fecal” cu o bagheta si se varsa
fmpreuna cu lichidul supernatant, ro-
tind eprubeta cu gura in jos; se inde-

parteaza excesul de umezeala de pe 1 ki

marginile eprubetei cu un tampon de

bumbac, astfel incat sa nu se scurga AT,

in partea de jos a eprubetei, intorcand

eprubeta din nou cu capul in jos. 3 formol
9. Sedimentul ramas la fundul eprube-

tei se aplica pe lama de sticla cu o

pipeta sau se toarna direct din epru- £ sadiment

beta si se examineaza.

10. Totodata, in unul dintre preparate
se poate de adaugat o picatura de
solutie Lugol pentru a fi examinata
concomitent si la protozoarele intes-
tinale patogene.

Figura 10. Aspectul eprubetei
dupa centrifugare

Nota: Sol. de formol poate fi inlocuita cu sol. 10,0% acid acetic.

IMPORTANT!

Atunci cand se efectueaza investigatii prin aceasta metoda, este necesar sa se
foloseasca o hota si sa se respecte conditiile de depozitare a eterului!

Modificarea metodei de sedimentare prin metoda concentratorului
standardizat de unica folosinta , Parasep”

Concentratoarele (eprubete de unica folosinta) Parasep (fig. 11) sunt
proiectate pentru concentrarea eficienta a oualor si a larvelor de hel-
minti prin metoda formol-eter modificata. Sunt disponibile in diferite
versiuni: mini, midi si maxi, care difera doar prin dimensiune si volum
de esantion pentru cercetare.

Setul comercial include:

1. tuburi cu fundul plat pentru probe cu sol. 10,0% formol (2,4 ml fie-
care);

2. tuburi conice cu spatula-filtru; ambele intr-un set - 40 bucati;
3. flaconul cu vol. 40,0 ml cu acetat de etil.

Echipament si reagenti:
Kit standardizat Parasep, centrifuga, microscop, pipete, lame si lamele
degresate, alcool 70°, glicerina 30%.
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A B

Figura 11. Concentratorul Parasep: A - dezasamblat si B - asamblat

Pregatirea reagentilor:
Sol. glicerina: 30,0% - o parte glicerina pura + doua parti apa distilata
Sol. alcool 70°: la 67,5 ml alcool de 95° + 32,5 ml apa distilata

Mersul investigatiei:

1.
2.

in eprubeta cu formol se adauga aproximativ 0,9 ml de acetat de etil;
Folosind spatula de la eprubeta conica, se adauga 0,5/1,0 g de feca-
le in eprubeta cu formol (fig. 12.1). Camera cu proba este conectata/
fnsurubata la eprubeta conica prin inchiderea blocajului (pana cand
se aude un pocnet).

. Se agita bine continutul timp de 30 sec., pana cand se obtine o sus-

pensie omogena (fig. 12.2).

IMPORTANT!

Eprubeta cu proba pentru analiza este sigilata ermetic, exista un blocaj de
control pe filtru pentru a preveni scurgerea solutiilor. In aceastd stare, proba
poate fi pastrata timp de 24 de ore la temperatura camerei (18-24 °C) si pana
la 30 de zile la frigider (4 °C).

Concentratorul asamblat, care contine sol. de formol, poate fi folosit direct pen-
tru colectarea probei de fecale. In acest caz, pacientului care urmeaza sa fie
examinat, ii este explicat sa colecteze in acest container o portiune mica de ma-
terii fecale (de marimea unei alune), care ulterior va fi livrata in laborator. Daca
aceasta nu este posibil in aceeasi zi, concentratorul se va pastra in frigider.

. Dupa obtinerea suspensiei, sistemul se intoarce cu partea conica in

jos, se monteaza intr-o centrifuga si se centrifugheaza la o turatie
de 2500-3000 rot./min. timp de 1-3 minute, sau la o turatie de 1500
rot./min. timp de 5 minute (fig.12.3). Dupa centrifugare, partea lichi-
da a probei cu ouadle de helminti se va concentra in partea conica a
eprubetei.
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5. Tinand strict vertical!, se deconecteaza modulul cu filtrul (el urmeaza
sa se dezinfecteze), evitand amestecarea lichidului cu sedimentul.

6. Supernatantul se inlatura, iar sedimentul se transfera pe o lama si
se examineaza la marimea 10 x 10 (fig.12.4).

Nota: Daca probele de scaun sunt transportate intr-un conservant (de exem-
plu,Turdyev), apoi ele sunt centrifugate la 1000-1500 rot./min., super-
natantul - drenat. Sedimentul se examineaza conform punctelor 1-6.

b i ' v

Figura 12. Etapele montarii sistemului ,PARASEP”

Avantajele utilizarii sistemului ,,Parasep”

MeToda permite:

cresterea detectabilitatii agentilor patogeni

consum redus de reagenti

reducerea riscului de contaminare, deoarece este exclus contactul
personalului cu probele testate

imbunatatirea standardizarii metodei, ceea ce duce la o crestere
a fiabilitatii analizei

excluderea pregatirii si reprocesarii veselei

reducerea cantitatii deseurilor din procesul de analiza
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Metodele speciale

Metodele speciale se efectueaza atunci cand se suspecta o invazie
concreta, particularitatile fiziologice ale careia necesita alta tactica de
diagnosticare, diferita de cele generale. Printre aceste invazii se rega-
sesc enterobioza si strongiloidoza.

Diagnosticul de laborator in enterobioza (oxiuriaza)
Raclajul perianal

Principiul: ouale de oxiuri, aflate in pliurile perianale, adereaza prin
spalarea acestor zone cu un tampon umezit in apa fiarta.

Echipament si reagenti:
Microscop, centrifuga, lame, lamele, eprubete-containere cu tampoa-
ne din vata, eprubete de centrifugare, glicerina, alcool 70°.

Figura 13. Tehnica efectuarii raclajului perianal

Pregatirea reagentilor:
Sol. glicerina: 30,0% - o parte glicerina pura + doua parti apa distilata
Sol. alcool 70°: la 67,5 ml alcool de 95° + 32,5 ml apa distilata

Mersul analizei:

1. Tamponul din vata, fixat pe o bagheta, se introduce intr-o eprubeta
cu apa fiarta in asa mod ca lichidul sa acopere complet tamponul
(fig. 13A).

2. Inainte de examinare, tamponul se scurge, apasandu-se usor de pe-
retii interni ai eprubetei, apoi se efectueaza lavajul perianal, dupa
care tamponul din nou se introduce in eprubeta (fig. 13B).

3. In laborator, tamponul se clateste minutios in lichidul din eprubet3,
se scurge bine apasandu-l de peretii interni ai eprubetei, apoi se
fnlatura.

4. Lichidul din eprubeta se supune centrifugarii timp de 2-3 min. in
regimul 1000-1500 rot./min. (fig. 13C).
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5. Supernatantul se inlatura, iar sedimentul cu ajutorul pipetei se
transfera pe o lama si se cerceteaza la microscop. In lavajul perianal
se mai pot depista oua de T. saginatus.

IMPORTANT!

* Recoltarea se recomanda de efectuat dimineata, indata dupa trezire si inainte
de procedurile igienice.
* In institutiile prescolare, recoltarea se va efectua dupa somnul de amiaza.

Amprenta perianala

Principiul: Ouale de oxiuri, aflate in pliurile perianale, adereaza pe ba-
gheta lipicioasa.

Metoda se bazeaza pe proprietatea stratului lipicios de pe bagheta sa
fixeze trainic ouale de helminti de pe pliurile perianale.

Utilaj: baghete oftalmologice acoperite cu compus lipicios, caseta p/u
microscopiere cu 3-5 orificii, microscop.

Echipament si reagenti:
Cleol, alcool etilic, ulei de ricina, eter.

Pregatirea reagentilor:

Solutia lipicioasa pentru intrebuintare se pregateste dupa prescriptia
urmatoare: cleol - 10,0 g, alcool etilic - 2,5 g, ulei de ricina - 2,5 g, eter
- 5,0 g. La pregatirea solutiei date, ingredientele se adauga in ordinea
indicata. Fiecare ingredient se ia cu o pipeta aparte si minutios se agita
pana la adaugarea urmatorului. Pentru micsorarea evaporarii compo-
nentelor volatile, amestecul trebuie pastrat intr-un flacon bine inchis
cu un dop numai de polietilena.

Pregatirea pentru colectarea amprentelor:

Cu 1-2 zile Tnainte de cercetare, partea plata a baghetelor oftalmologice
se cufunda in flaconul cu solutia pregatita, iar surplusul de solutie se
inlatura, atingand lopatica de peretii interiori ai flaconului. Baghetele,
astfel prelucrate, se instaleaza in pozitie verticala si se lasa pe cateva
ore pentru a se usca. Daca solutia este pregatita corect, atunci peste 3-5
minute dupa prelucrare, pe lopatica, se formeaza o pelicula transparen-
ta lipicioasa, pastrandu-si aceasta proprietate cateva zile. Dupa uscare,
bagheta se fixeaza in flacoane numerotate din timp sau in caserole spe-
ciale, precum e indicat in imaginea nr. 2, astfel ca lopatelele sa se afle
in partea de jos. Colectarea amprentelor se fac lipind lopatica baghetei
cu o parte, apoi cu alta, de pliurile perianale. Baghetele se introduc in
stative (sau flaconase), se ambaleaza si se transporta in laborator.
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Mersul efectuarii analizei: in laborator se scot din flacon cate 3-5 ba-
ghete, se fixeaza in caseta, apoi se cerceteaza ambele parti la micro-
scop (10 x 10).

Ouale de oxiuri, fixate pe stratul lipicios, se pot pastra fara schimbari
mult timp. Daca in ziua colectarii baghetele nu pot fi cercetate, ele pot
fi pastrate pe parcursul a 2-3 saptamani.

Dupa cercetarea microscopica, baghetele se asaza intr-o tava cu apa
de robinet si detergent (2-3 g/l), care se aduce pana la fierbere si in-
data se scot de pe foc, apoi se clatesc de 2-3 ori in apa calda. Aceas-
ta metoda poate fi folosita si in examinari individuale, in acest scop
baghetele pastrandu-se in flacoane pentru antibiotice, fiind fixate de
dopul de cauciuc (vezi imaginea 2).

Metoda Grehem - cu utilizarea benzilor adezive
Principiul: Ouile de oxiuri, aflate in pliurile perianale, adereaza pe banda adeziva,
aplicata pe pliurile perianale.

Echipament: benzi adezive transparente, lame, pensete, foarfece, mi-
croscop.

Figura 14. Tehnica efectuarii metodei Grehem

Mersul investigatiei:
1. Benzile adezive, din timp, se taie in bucati 10 x 2 cm si se lipesc bine
pe lame.

2. Inainte de recoltare, cu penseta, se desprinde banda adeziva de
lama si se aplica in regiunea perianala. Banda trebuie comprimata
la piele in intregime, dupa ce se desprinde si se transfera pe lama
(fig. 14).

3. Se compreseaza cat mai bine pe lama, pentru a scoate maximal
bulele de aer. Se studiaza la microscop.

4. Daca examinarea preparatelor nu este posibila in aceeasi zi, aces-
tea pot fi pastrate in frigider.
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Diagnosticul de laborator al strongiloidozei
Metoda Baermann

Metoda este utilizata pentru a di-
agnostica strongiloidoza prin de-
tectarea larvelor acestui helmint in
fecale. Metoda se bazeaza pe fe-
nomenul termotropismului pozitiv
al larvelor strongilide - trecerea lor
de la fecale racite la apa calda in
aparatul Baermann.

=T

o

—

i
e

(B

i

Principiul: Larvele Strongyloides
ster_coralls po§eudavh|dro— 3! t(_armo_ Figura 15. Tehnica de montare a
za spre mediu umed-cald, unde se

si concentreaza.

Utilajul si vesela: termometru de apa, centrifuga, suport metalic, sita
metalica marunta, pense, palnie de sticla, eprubete pentru centrifuga,
lame de sticla, lame si lamele, tuburi de cauciuc, clame, cuve, pipe-
te Pasteur, manusi de cauciuc, cutii Petri, microscop/microscop stere-
oscopic binocular, termostat, alcool, sol. Lugol, apa calda 40 °C.

Mersul investigatiei: Pe capatul ingust al palniei de sticla se imbraca un
tub de cauciuc pe care se fixeaza clama in partea distala si se instaleaza
intr-un suport. Pe palnie se instaleaza o plasa de metal, pe care se apli-
ca o bucatica de tifon (fig. 15). Se ridica putin plasa si palnia se umple
cu apa calda de 40-45 °C in asa fel, ca sa formeze meniscul convex. Pe
plasa se aplica o bucatica de mase fecale in asa mod ca sa contacteze
Cu apa, se lasa pe 4-6 ore intr-o camera bine incalzita (pe timp rece - in
termostat). Pe parcursul acestui timp larvele, aflate in masele fecale,
trec activ in apa calda si se concentreaza in partea
inferioara a tubului de cauciuc. Se slabeste clama si
sedimentul se toarna in 1-2 eprubete care ulterior
se supun centrifugarii timp de 2-3 min. in regim de
1000-1500 rot./min. Precipitatul se aplica pe lame si
se studiaza la microscop. Se poate de evitat centrifu-
garea: precipitatul se toarna in cutia Petri si se cerce-
teaza cu microscopul stereoscopic 0c.x8, ob.x2, x4.
Daca se gasesc larve, in precipitat se picura cate-
va picaturi de sol. Lugol (pentru inactivarea larve-
lor), ele se transfera pe lame si se studiaza minutios

. A . . Figura 16. Model
structura la microscop. In lipsa sitelor metalice, teh- de modificare a

nica permite o modificare. In acest caz materialul de  metodei Baermann
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studiu se amplaseaza pe o bucata de tifon, care se leaga sub forma de
pungulita, care mai apoi se cufunda in palnia cu apa calduta (fig. 16).
Ulterior, urmeaza aceleasi etape precum in varianta precedenta.

Metoda Brumpt

Este o varianta mai simpla si se utilizeaza de obicei la examenele in
masa. Mase fecale se introduc intr-un pahar cu vol. de 50 ml, in care
se toarna 10-15 ml apa incalzita pana la 50 °C si minutios se agita cu
0 bagheta. Se lasa pe 20-30 min., apoi lichidul se toarna in cutii Petri si
se examineaza la microscopul stereoscopic, 0c.x8, ob.x2, x4.

IMPORTANT!

* Pe parcursul investigatiei se va lucra strict in manusi de cauciuc, pentru a
evita contaminarea per tegumente.

e Termenul de examinare a probei - 24 de ore din momentul colectarii. Daca
acest lucru nu este posibil, ele se pot pastra pentru urmatoarea zi in frigider
la 4-5 °C. In caz contrar se utilizeazd un conservant.

Depistarea helmintilor in bila si in lichidul duodenal

Materialul este livrat la laborator in eprubete curate, imediat dupa son-
darea pacientului pe stomacul gol. Se livreaza toate cele trei fractii (por-
tiunile , A", ,B", ,C") si se examineaza imediat dupa receptie in laborator.

Portiunea ,A” este livrata pentru cercetarea protozoarelor patogene
ale duodenului (Giardia), larvelor Strongyloides, trichostrongylidelor,
anchilostomidelor.

Portiunile ,B” si ,,.C” sunt livrate pentru cercetarea oualor de helminti
care paraziteaza in canalele hepatice (de exemplu O.felineus).

Principiul: Ouale si larvele helmintilor, care paraziteaza in ficat, se pot
depista in bila si lichidul duodenal.

Utilajul si vesela: microscop, centrifuga, pahare chimice sau borcana-
se, lame si lamele, eprubete de centrifuga, pipete Pasteur, balon de
cauciuc, manusi, eter sulfuric.

Mersul cercetarii: din lichidul duodenal si bila, supuse examinarii, initi-
al se selecteaza fulgii si se cerceteaza la microscop, apoi se adauga o
parte egala de eter sulfuric si se agita minutios, se toarna in eprubete
si se centrifugeaza. Supernatantul se varsa, iar precipitatul se cerce-
teaza la microscop. In lipsa puroiului si a mucozitatilor, bila si continu-
tul duodenal se supun centrifugarii, fara a se adauga eter.
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7| DIAGNOSTICUL COPROPARAZITOLOGIC
IN PROTOZOOZELE INTESTINALE

Invaziile cu protozoare intestinale sunt cauzate de organisme eucariote
unicelulare din diferite clase: rizopode (amibele parazitare), flagelate
(lambliile), sporozoare (coccidiile) si ciliate (balantidul). Unele din ele
(giardia, criptosporidiile) sunt omniprezente, insa un numar semnifica-
tiv de specii se gasesc in principal in zonele tropicale si subtropicale
(amiba dizenterica, isospora, ciclospora) si/sau in regiunile cu o dez-
voltare intensa a complexelor zootehnice (balantidiile, criptosporidiile,
sarcochistii).

Fiecare specie are propria sa nisa ecologica. in intestinul subtire, cu
exceptia flagelatului Lamblia intestinalis, speciile de protozoare pre-
dominante sunt coccidiile: isospora, criptosporidiile, sarcochisturile si
ciclospora. In ciclul lor de viatd, exista stadii intracelulare endogene
care se dezvolta in epiteliul intestinal sau au tropism pentru zona mi-
crovilozitatilor (criptosporidiile).

Intestinul gros este colonizat de amibe parazite, balantidii, blastocisti,
iar in anumite conditii, Entamoeba histolytica si Balantidium coli pot
perturba integritatea mucoasei.

Invaziile cu protozoare intestinale sunt diagnosticate prin metode di-
recte prin depistarea in materialul biologic (fecale, continut duodenal
- proba A) a protozoarelor in diferite stadii de dezvoltare - trofozoiti si
chisturi. Pentru aceasta, se folosesc metode de diagnostic microscopic.
Fiziologia multor protozoare intestinale (amibele, lambliile, balantidul)
se distinge prin faptul ca la ele formele vegetative se caracterizeaza
prin miscari tipice, dar ele sunt foarte sensibile si pot fi depistate doar
in scaune diareice proaspete, care isi mai pastreaza caldura fiziologica.
Timpul mai lung de transportare in laborator duce la pierderea mobi-
litatii trofozoitilor si la degenerarea lor, fapt ce influenteaza negativ
asupra reusitei investigatiei. in acest context, practic, este dificil de
livrat probele proaspete in laborator. Formele inchistate sunt imobile,
de aceea pentru vizualizarea lor se foloseste colorarea cu solutii Lugol.

IMPORTANT!

Pentru identificarea protozoarelor intestinale este necesar sa stiti!

» La suspectarea amibiazei, materialul de cercetare se va transporta in labora-
tor in primele 10-20 min. de la momentul defecatieli.

* Formele vegetative (trofozoitii) pot fi depistate doar in scaunele diareice.

* Pentru examinare din proba se vor selecta continuturile patologice: sange,
puroi, mucus.
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Identificarea protozoarelor intestinale in fecale prin metoda frotiului
nativ si frotiului colorat cu solutia Lugol

Principiul metodei:

Suspensia de materii fecale in ser fiziologic permite de a pastra viabilita-
tea trofozoitilor de protozoare (amibe, flagelate, ciliate), care au miscari
caracteristice, fapt ce faciliteaza decelarea si identificarea elementelor
parazitare. Solutia Lugol coloreaza membrana chisturilor si detaliile de
structura interna, inclusiv cea a amidonului in diferite stadii de digestie.

Utilajul si vesela: microscop, lame si lamele (24 x 24 mm) degresate, ba-
ghete de sticla sau spatule din lemn, sol. fiziologica, solutia Lugol 2,0%.

Pregatirea reagentilor:

Sol. Lugol: KI - 3,0 g, iod cristalic - 1,5 g, apa distilata - 100 ml. Solutia
este stabila la pastrarea in vesela din sticla bruna la temperatura ca-
merei timp de o luna.

Sol. fiziologica: apa distilata 100 ml + 9 g NaCl

Mersul investigatiei:

Pe 2 lame se aplica cate doua picaturi de ser fiziologic si solutie Lugol
la o distanta de 2-3 cm.

Figura 17. Tehnica pregatirii si microscopiei frotiurilor
umede pentru identificarea protozoarelor intestinale

Apoi cu o bagheta de lemn se alege o portiune de materii fecale (de
marimea gamaliei chibritului) si se amesteca cu picaturile de ser fizio-
logic (fig. 17/1). Atunci cand sunt prezente elemente patologice (mu-
cus, puroi), acestea de asemenea vor fi luate in studiu. Cu aceeasi ba-
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gheta se va lua o alta portiune de material biologic si se va amesteca
cu picaturile de sol. Lugol.

Ambele picaturi se acopera cu lamele 24 x 24 mm. Emulsia de pe lama
trebuie sa fie de marime optimala (sa nu se prelinga de sub lamela, in
caz contrar preparatul se arunca in solutie dezinfectanta si se prega-
teste altul). Se examineaza la microscop mai intai la marimi mici (15 x
10), apoi la marimi medii (15x40) cu lumina slaba (condensorul cobo-
rat). In preparatul prea dens e dificild microscopia, in preparatul prea
subtire e insuficient numarul elementelor parazitare. Prin frotiul prega-
tit corect se citeste usor textul cu litere de tipar. Se studiaza minutios
toata suprafata frotiului la marimea mica (15x10), incepand din coltul
stang de sus si miscand intr-o anumita odine mai intai pe orizontala,
apoi pe verticala (fig. 17/2). La depistarea particulelor suspecte se tre-
ce la marime mai mare (15 x 40), in sistemul uscat, intensificand dupa
necesitate fluxul de lumina. Dezavantajul acestei tehnici este ca, daca
gradul de infectare este foarte redus sau chisturile sunt partial deteri-
orate, acestea pot fi ratate. De asemenea, stiut este faptul ca parazitii
se elimina cu intermitenta, avand perioade negative, alternand cu une-
le pozitive. De aceea un singur rezultat negativ nu prezinta semnifica-
tie din punct de vedere diagnostic. Examenul este recomandat sa fie
repetat (de minimum 3 ori) pe parcursul a 1-2 saptamani.

Tabelul 3. Utilizarea tacticii de examinare in functie de consistenta maselor

fecale
Consistenta Stadiile protozoarelor Preparat umed pregatit cu:
fecalelor care pot fi depistate sol. fiziologica sol. Lugol
Pastoase Chisturi, rareori trofozoiti + +
Neoformate Trofozoiti + -
Lichide Trofozoiti + -

Identificarea chisturilor de protozoare intestinale in fecale prin
metoda de sedimentare cu formol-eter (vezi p. 6)

Identificarea chisturilor de protozoare intestinale prin utilizarea
concentratorului standardizat Parasep (vezi p. 6)

Identificarea oochisturilor de coccidii

Principiul metodei: in frotiul pregatit din materiile fecale, oochisturile de
Cryptosporidium spp. sunt vizualizate sub forma de globule rosii-visinii cu
diametrul 3-5 mcm, pe fundal de culoare albastra. Oochisturile de Cyclos-
pora cayetanensis sunt vizualizate sub forma de globule rosii-visinii cu
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diametrul 8-10 mcm, contin doua sporochisturi a cate doi sporozoiti. Oo-
chisturile de Isospora spp. au o forma ovala, elipsoidala, cu o lungime de
20-30 mcm. In interior contin doua sporochisturi a cate patru sporozoiti.

Reagenti si echipamente necesare: lame (24 x 24 mm) degresate, ba-
ghete de sticla sau spatule din lemn, suporturi pentru colorarea si us-
carea frotiurilor, hartie de filtru, sol. fiziologica, fuxina carbolica, sol.
apoasa de albastru metilena 0,2%, amestecul Nichiforov, sol. 7,0%
acid sulfuric, microscop.

Pregatirea reagentilor

Sol. de fuxina carbolica: fuxina carbolica - 2 g, alcool etilic 96° - 12 ml,
fenol - 5 g, apa distilata pana la 100 ml. Mai intai se pregateste sol.
de baza de fuxina: la 2 g de fuxina carbolica se adauga 12 ml. alcool
96°. Se incubeaza in termostat pe cateva zile, agitand zilnic. Cand se
dizolva toata fuxina - este gata. Acidul carbolic se pregateste din 5 g
de fenol si 100 ml apa. La 10 ml de solutie de baza de fuxina se adauga
90 ml acid carbolic (acidul carbolic se toarna in colorant si nu invers!).
Se agita cateva minute, se filtreaza si se pastreaza in flacoane.

Sol. apoasa de albastru metilena 0,2%:la 1g praf de albastru de meti-
lena se adauga 10 ml alcool etilic de 96°. Se tine in termostat cateva
zile, periodic agitand. Pentru a pregati sol. de 0,2%, se vor lua 10 ml
apa distilata si se vor adauga 0,2 ml sol. de baza de colorant.

Amestecul Nichiforov: parti egale (1:1) de eter si etanol 96°.

Sol.H,50, de 7%: la 93,0 ml apa distilata + 7,0 ml H,SO, concentrat.
Atentie: se toarna acidul in apa!!!

Mersul investigatiei

a) Pregatirea frotiului. Pe o lama de sticla se aplica 1-2 picaturi de sol.
fiziologica. Pe aceeasi lama se aplica o bucatica mica de materii
fecale proaspete (in volum de bob de grau) care se agita cu solutia
fiziologica pana la obtinerea unei mase
omogene. Daca materialul este de con-
sistenta lichida, frotiul se va pregati
fara utilizarea solutiei fiziologice. Apoi
se pregateste un frotiu subtire (fig. 18)
care se usuca bine la aer nu mai putin QQ >
de 30 min. Particulele mari se inlatu- '
ra cu bisturiul, iar frotiul se fixeaza in
amestecul Nikiforov 10-15 min. si se

usuca bine la aer. A '
. . « Figura 18. Tehnica pregatirii
b) Colorarea cu fuxina carbolica dupa frgtimui pentru ideﬁtiﬁgarea

Ziehl-Neelsen. coccidiilor
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Pe frotiul fixat se aplica hartie de filtru, pe care se picura cateva picaturi
de fuxina carbolica; se trece repede de 3-5 ori deasupra flacarii spirtierei
pana la aparitia vaporilor, apoi se lasa pe 15-20 de min. pentru colorare.

Frotiul se spala in apa de robinet, se decoloreaza in sol. de 7% de H,SO,
20-30 sec., se clateste din nou in apa, apoi se coloreaza 5 min. cu sol.
apoasa de 0,2% albastru de metilena. Se spala in apa, se usuca bine la
aer si se cerceteaza la microscop (cu imersie).

Determinarea antigenelor de protozoare intestinale prin reactia
imunoenzimatica (testul ELISA-Ag)

Testul prezinta o reactie imunoenzimatica: prin aceasta metoda este
pusa in evidenta prezenta/absenta antigenului specific. Reactia are o
sensibilitate si specificitate ridicata si are avantaje nete fata de exa-
menul direct. Avantajul acestei metode consta in faptul ca detecteaza
chiar si urmele de antigen, chiar daca intensitatea invaziei este redusa,
sau trofozoitii/chisturile sunt distruse. Dezavantajele metodei sunt cos-
tul probei si disponibilitatea echipamentului de laborator.

Principiul metodei: Testul ELISA-Ag este un test imunoenzimatic cali-
tativ de determinare a unui antigen specific. Microplacile sunt acope-
rite cu anticorpi policlonali catre antigenul respectiv. Probele diluate
si controalele gata de utilizare sunt adaugate in godeuri si in timpul
primei incubatii, antigenul specific, prezent in supernatantul de scaun,
este capturat. Dupa spalarea godeurilor se adauga un anticorp catre
antigenul respectiv, marcat cu peroxidaza de hrean, care se leaga de
antigenul capturat. Dupa incubare si spalarea enzimei degajate, com-
plexul antigen-conjugat este vizualizat prin adaugarea unui substrat,
care da un produs de reactie colorat. Intensitatea este proportionala cu
cantitatea antigenului din proba pacientului.

Nota: Instructiunile pentru utilizarea acestei tehnici sunt disponibile in toate
kiturile comerciale.

Pentru majoritatea bolilor parazitare, antigenul este, in general, compo-
nenta de testare care are cea mai mare influenta asupra sensibilitatii si
specificitatii testului. In general, parazitii au mai multe etape ale ciclului
de viata care pot avea atat antigene comune, cat si antigene specifice
fiecarei etape. Matricea, la care sunt legati antigenii pentru a fi utilizati
intr-un test specific de procedura specifica, influenteaza, de asemenea,
care subset de antigeni va fi disponibil pentru legarea anticorpilor.

Actualmente sunt disponibile kituri ELISA-Ag pentru un numar limitat
de protozoare patogene, inclusiv Giardia lamblia (Lamblia intestinalis),
Cryptosporidium spp., grupul Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar
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si Entamoeba histolytica. Testele imunoenzimatice pentru detectarea
antigenelor sunt, de obicei, limitate la un singur sau doar la doua orga-
nisme. Atunci cand se alege care este cea mai potrivita metoda pentru
un laborator concret, se vor lua in consideratie urmatorii parametri:
caracteristicile de performanta ale testului, nivelul de calificare al co-
laboratorilor, disponibilitatea echipamentului, volumul de solicitari, ce-
rintele de colectare a probelor si costul kiturilor.

IMPORTANT!

Toate kiturile actuale care includ testarea pentru Entamoeba histolytica/E. dispar
si Entamoeba histolytica necesita numai probe de scaun proaspete, neconservate.

Ele pot fi depozitate la o temperatura cuprinsa intre +2 si 8 °C si testate in ter-
men de 48 de ore sau congelate.

Cele mai multe truse de testare pentru Giardia/ Lamblia si Cryptosporidium spp.
accepta si scaunele conservate (mai frecvent sol.10 % formalina).

Totusi este bine sa se consulte procedurile de colectare recomandate pentru
fiecare kit specific.

Determinarea antigenelor Giardia si Cryptosporidium
in probele de scaun prin metoda testului rapid

Testul rapid este o metoda de diagnostic bazata pe un test imunocroma-
tografic pentru detectarea antigenelor Lamblia intestinalis si Cryptospo-
ridium parvum in probele de scaun. Sunt disponibile teste rapide atat
pentru detectarea separata, cat si simultana a antigenelor Giardia si/sau
Cryptosporidium in probele de scaun, permitand identificarea celor mai
importante protozooze intestinale. Testul nu necesita cunoasterea meto-
delor microscopice din partea personalului, este rapid si usor de efectuat.

Principiul metodei: este un test cu o singura etapa, bazat pe principiul
imunocromatografic, care utilizeaza anticorpi monoclonali specifici fi-
ecarui organism parazit, fixati pe membrana casetei de testare si co-
lorati cu particule de latex. Daca proba contine antigene detectabile,
atunci se formeaza complexul de particule antigen-anticorp-latex cu
benzil de testare colorate.

IMPORTANT!

Pentru a utiliza acest test este folosita doar o proba proaspata de scaun. Probele
de scaun trebuie colectate in recipiente curate. Studiile sunt efectuate in ziua li-
vrarii materialului la laborator. In caz contrar, probele sunt congelate si depozitate
la -20°C. Probele trebuie dezghetate inainte de analiza.

Testul poseda o sensibilitate si specificitate inalta. Este usor de efectu-

at si nu necesita mult timp. Instructiunile pentru utilizare sunt diospo-
nibile in toate kiturile comerciale.
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ASPECTE DE BIOSIGURANTA
IN LABORATORUL PARAZITOLOGIC

Principii generale:

Fiecare laborator trebuie sa posede manual/instructiuni de reguli
de biosiguranta in laborator care trebuie respectate cu strictete.
Este interzisa intrarea persoanelor straine in laborator.
Colaboratorii subdiviziunii sunt obligati sa lucreze in halate, bone-
te, manusi de guma.

Se interzic categoric consumul alimentelor, fumatul si aplicarea
cosmeticii la locul de munca.

Inainte de a parasi laboratorul, personalul isi scoate halatul si se
spala pe maini.

Pe masa de lucru in permanenta vor fi prezente:

vas cu sol. dezinfectanta pentru prelucrarea obiectelor folosite;
vas cu tampoane de vata in alcool de 70¢°;

vas cu tampoane de vata uscata;

sol. 30% de glicerina.

Se interzice pipetarea cu gura.

Despre toate incidentele sau accidentele de lucru colaboratorii
vor instiinta seful laboratorului.

Manipularea probelor:
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Lucrul cu materialul de laborator necesita mare atentie si acura-
tete si se va efectua obligatoriu cu manusi.

Toate manipulatiile de pregatire a probelor pentru examinare se
vor efectua in dulapul de aspiratie.

Borcanasele sau paharele pentru cercetare prin metode de im-
bogatire trebuie sa fie amplasate in cuve. Preparatele pregati-
te pentru cercetare trebuie puse pe tave speciale (emailate sau
confectionate din alt material rezistent la dezinfectie).

Vesela, reagentii si utilajul utilizati se vor supune obligatoriu de-
contaminarii.

in procesul cercetarii la microscop, pentru prevenirea contamina-
rii mainilor laborantului si masutei microscopului, frotiurile desti-
nate examinarii se pun pe o placa de sticla mai mare (10 x 20 cm)
care, pe masura necesitatii, se schimba periodic.

In scopul prevenirii oboselii vederii, trebuie asigurata iluminarea
suficienta a mesei de lucru prevazuta pentru cercetari microsco-
pice, iar microscopia sa se faca cu un sistem binocular. Peste fie-
care jumatate de ora de lucru este necesar sa se faca intreruperi
de 5-7 minute.

Laboratorul trebuie sa fie disponibil cu o trusa de acordare a pri-
mului ajutor, in caz de incidente la locul de munca.
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Tabelul 4. Metodele de decontaminare a consumabilelor utilizate la
investigatii coproparazitologice

reagenti dupa examinare,
containerele pentru
colectarea materialului

Nr. Obiectele supuse Metoda de i
d/o dezinfectarii dezinfectare Camalizile
1 |Materialul biologic(m/ Se cufunda in volum in vas inchis ermetic,
fecale, bila) si solutiile de | dublu de apa clocotita 30-40 min.

de toaleta, apoi se
prelucreaza cu un
tampon, inmuiat in alcool/
dezinfectant pentru maini

2 |Vesela de laborator Cufundarea in solutie *Sol. 3% dezinfectant
(pahare, eprubete, lame) |de dezinfectant, ulterior |cloractiv pe 30 min.;
fierberea si spalarea cu *Sol. 0,5% de detergent +
uscarea ulterioara in sol. 2% bicarbonat de Na;
dulapul electric de uscare |pe 30 min.;
* 4180 °C pe 30 min.
3 | Bixul dupa eliberarea de |Se sterge de doua oricu |Sol. 6% de apa oxigenata
probe spalarea ulterioara cu apa
4 | Microscoapele Se sterg cu tampon in 700 alcool
alcool
5 |Mesele de lucru Dupa terminarea lucrului, |*70°alcool,
se sterg cu tampon *sol. 1% de dezinfectant
n alcool sau solutie clor activ 60 min.
dezinfectanta
6 |Centrifuga Se flambeaza 700 alcool
7 |Termostatul Se sterge cu tampon Sol. 1% de dezinfectant
fnmuiat n sol. clor activ
dezinfectanta
8 |Dulapul de uscare Se sterge cu tampon Sol. 1% de dezinfectant
fnmuiat n sol. clor activ
dezinfectanta
9 |Suprafetele din incaperi |Prelucrare cu petrecerea |300 ml/m?, sol. 0,5% de
(pereti, podele) ulterioara a curateniei dezinfectant cloractiv
umede
10 |[Echipamentul sanitar Fierberea 0,15% detergent, 15 min.
(halate, bonete)
11 |Carpile pentru curdtenie |Fierberea Sol. 2% detergent, 30 min.
12 |Deseuri uscate (hartie, Ardere -
baghete de lemn)
13 |[Manusile de guma Fierberea Sol. 2% bicarbonat de Na,
5 min.
14 |Mainile Se spala cu sapun 70° alcool

Dezinfectant pentru maini

Nota: Decontaminarea consumabilelor poate fi efectuata si prin autoclavare.
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1| ANEXE

I. Imagini la compartimentul Diagnosticul protozoozelor intestinale

E»a"::f.-’) h

Figura 1. Protozoare intestinale: Lamblia intestinalis:
A - trophozoit , B-C - chisturi; D - trophozoit de Balantidium coli;
E - Blastocystis hominis (Dickson D. Despommier, 2017)

M

—

Figura 2. Chilomastix mesnili A - trofozo:t; B-C - chisturi
(https://www.k-state.edu/parasitology/625tutorials/Protozoa05.html)

Figura 3. Oochisturi de COCCIdII in frotiuri colorate prin tehnica Ziehl-Nelsen:
A - Cryptosporidium sp.; B - Cyclospora cayetanensis; C - Isospora spp.
(https://www.cdc.gov)

40 I GHID. Diagnosticul coproparazitologic in invaziile intestinale



@06

Figura 4. Entamoeba histolytica: 1 - forma vegetativa, 2 - prechist, 3-5 - chisturi
tinere, 6-7 - chisturi mature. (https://www.google.com/search?q=entamoeba+histolytica)

N > P

Figura 5. Entamoeba histolytica: A - trofozoit cu pseudopode, B - chisturi la diferite
stadii evolutive (https://www.cdc.gov)

7
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A

Figura 6. Entamoeba coli: forma vegetativa si chisturi in diferite stadii evolutive
https://www.google.com/search?q=entamoeba+coli
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Il. Imagini la compartimentul Diagnosticul helmintiazelor intestinale
Clasa NEMATODA

Figura 7. Enterobius vermicularis: A - adult femela, B - adult mascul,
C - oua embrionate (https://www.cdc.gov)

A

Figura 8. Enterobius vermicularis: A - partea anterioara a viermelui adult,
B - ou neembrionat (H. B. Yebuiwes, 1997)
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Figura 9. Trichocephalus trichiuris: A - adult femela, B - adult mascul, C - ou

(Dickson D. Despommier, 2017)

Figura 10. Trichocephalus trichiuris: A - fragment de intestin invadat cu tricicefali,
B - ou (H. B. Yebebiwes, 1997)

Figura 11. Ascaris lumbricoides: A - adulti femela si mascul (Ceprues B.M., 2010);
B - ou nefertil, C - ou fertil (Dickson D. Despommier, 2017)
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Figura 12. Strongyloides stercoralis
(Dickson D. Despommier, 2017)

Clasa CESTODA

=

Figura 13. T. saginatus: A - scolex, B - proglota hermafrodita,
C - proglota matura (H. B. Yebbiwes, 1997);
D - oncosfere (Dickson D. Despommier, 2017);

E - viermele adult (https://www.google.com/search?q=t.+saginatus)

Figura 14. T. solium: A - viermele matur; B - scolex; C - proglote mature;
D - oncosfere (H. B. Yebbiwes, 1997)

Figura 15. D. latum: A - proglota matura; B - ou
(Dickson D. Despommier, 2017)
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Figura 17. H.diminuta: A (1 - fragment de strobila; 2 - scolex)
(https://slideplayer.com/slide/5948100/);
B - ou (https://www.google.com/search?q=hymenolepis+diminuta)

Clasa TREMATODA

A B W a

Figura 18. O. felineus: A - vierme maturi  Figura 19. D. lanceatum: A - vierme matur
(H. B. Yebbiwes, 1997) (abx.narod.ru/documents/dicrocoelium_lanceatum.html);

B - ou (https://www.cdc.gov) B - oua (https://slideplayer.com/slide/9455847/)

Figura 21. Oua de S. mansoni: A (Dickson D. Despommier, 2017);
B (https://slideplayer.com/slide/8352354)
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lll. Imagini Erori comise in diagnosticul parazitozelor intestinale

Figura 25. A - Trichocephalus trichiurus; B-C - Hepaticola hepatica; D - spori vegetali
(colectie V. Lungu)
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Figura 26. Elemente de geneza vegetala. 1-20 - granule de po
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