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- Malaria
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» Toxoplasmose



Malaria

Etiologia:
« (Geénero: Plasmodium
« Espécies: > 100 espécies
« No homem: P.falciparum 7
P. vivax

P. malariae
P. ovale -

P. knowlesi

— No Brasil

v'O P. vivax é responsavel por ~90% dos casos ho Brasil



Ciclo bioldgico

Anopheles sp

@
| ey
R

Sporozoites \\

Esquizogonia
tecidual ~ 15 dias
(assintomatica)

o |
I ~ Esquizogonia
MOosquito, p
o gt 7 - sanguinea

\ / (sintomatica)

—

Gametocytes



ManifestacOes Clinicas
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Outros sintomas: Malaria grave:

o Dor de cabeca o Complicagbes renais

o Dores musculares o Complicacbes respiratorias

o Fadiga o Complicacbes hematologicas

o Nauseas e vomito o Malaria cerebral

Convulsdes

WHO 2017



Diagnostico laboratorial

Exame microscopico:

Pesquisa do parasita ho sangue em preparacoes
coradas

Diagnostico de espécie € extremamente importante para
efeito de tratamento!



Coleta do Material

Puncao digital




Tipos de esfregaco

O Esfregaco Delgado:

= Visualizacao dos parasitas através de microscopia Optica apos coloracao
com Giemsa

= Parasitos dentro dos eritrocitos
= Melhor identificacdo da morfologia
= Meétodo auxiliar (alta especificidade)

O Gota Espessa:

= Visualizacao dos parasitas através microscopia Optica apos coloracdo com
Azul de metileno fosfatado e Giemsa

= Parasitos fora dos eritrécitos

= Sensibilidade (20-30x mais alta)
= Simples, facil execucao, eficaz e baixo custo .
= Metodo de escolha (alta sensibilidade)




Diagndstico microscopico:

Preparo do esfregaco

\
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Fino (esfregaco delgado) Espesso (gota espessa)

l l

Desemoglobinizacao
(Azul de metileno fosfatado)

i l

Coloracao de Giemsa Coloracéo de Giemsa

Fixacdo (alcool metilico)



Coloracao

12 fase: Desemoglobinizacao — Azul de metileno

l

Enxague: agua tamponada

l

22 fase: coloracao — Giemsa

l

10 minutos

l

Enxague: agua tamponada

l

Secagem: TA e observacéao:100X



Caracteristicas morfologicas dos parasitas em esfregacos sanguineos
espessos (gota espessa)

P. falciparum

P. vivax
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Gota espessa

Método semi-quantitativo:

= Pv: “Cruzes”; 40 a 60/100 +/2 200 - 300
= Exame de 100 campos; 1 - 301 - 500
= Pf 2-20 ++ 501 - 10.000
21 -200 e 10.001 - 100.000

» Avaliacdo Relativa;

+ 200 ++++ 100.000 ou mais

= 200 leucocitos.

? >< 20
X 6.000

Vantagem: concentra maior quantidade de sangue desemoglobinizado em uma
area relativamente pequena - aumenta a probabilidade de se encontrar parasitas

Desvantagem: requer experiéncia para a identificacdo de espécies, uma vez que
a morfologia do parasita altera-se durante o processo de desemoglobinizacao.




Formas sangtineas (dentro das hemacias)

Trofozoitas Esquizontes Gametocito

P. falciparum

P. vivax

P. malariae

v' P. vivax e P. ovale infectam eritrdcitos jovens (reticuldcitos)



P. falciparum
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Caracteristicas morfologicas dos parasitas em esfregacos sanguineos delgados

Trofozoita jovem

Trofozoita maduro

Esquizonte

Gametocitos

Pegueno e delicado,
freqliente 2 granulos
na cromatina,
frequente 2 ou mais
anéis por célula

Tamanho moderado,
normalmente
compacto, pigmento
granular

Raros em sangque
periférico, merozoitas
pequenos (16-24)

Forma lua crescente
ou banana, nucleo
Unico

Pouco aumentado, 1
ou 2 granulos na
cromatina, podem ser
2 anéis por célula
vermelha

Aumentado,
amebdide, pigmento
visto em bastdes finos

Grandes, merozoitas
grandes (12-24)

Esféricos, compactos,
ndcleo Unico, pigmento
difuso e grosseiro

Compacto, 2 anéis
por célula vermelha
do sangue, raro

Pequeno, compacto,
frequente, forma de
banda, pigmento
grosseiro

Pequenos,
merozoitas grandes
(6-12), pigmento
grosseiro

Similares a P. vivax,
porém menores e
menos NUMerosos,
granulos de Schuffner
ausentes

Estagio P. falciparum P. vivax P. malariae P. ovale
Células vermelhas Tamanho normal, Aumentadas, presenca  Tamanho normal ou Aumentadas, podem
infectadas granulacoes de de granulos de menores do que o ser ovais com fimbria,
Maurer e pigmento Schuffner normal presenca de granulos
malarico (avermelhados) de Schuffner

Compacto, 2 anéis
por célula vermelha
do sangue, raro

Pequeno, ndo
amebdide, pigmento
grosseiro

Menores do que
P. vivax, 6-12
merozoitas, pigmento
mais escuro do que
P. vivax

Similares a P. vivax,
porém menores




Diagnostico laboratorial

Testes rapidos de deteccao de antigenos: (imunocromatogréaficos):
Antigenos: HRP2 (Pf), LDH (Pf ou Pv/Pm/Po)

—> realizado em areas de dificil acesso

= nao devem ser usados para controle de cura devido
a possivel persisténcia de partes do parasita

Testes para deteccao de anticorpos:

Imunofluorescéncia indireta
ELISA

—> permanece positivo apds o tratamento

Nested PCR
—> deteccdo de casos assintomaticos e infecgées mistas (Tsensibilidade)

v Dentre as espécies que infectam o homem, o Pf é a Unica que pode ser cultivada continuamente in
vitro



Testes rapidos de deteccao de antigenos:

not available. A potential problem for HRP2-based assays is
persistence of detectable circulating antigen for up to several
weeks after parasites have been eradicated."™"* Persistent
HRP?2 antigenemia has not correlated with treatment failure,
suggesting that this finding is not representative of persistent
infection.'™'* Persistent antigenemia thus may limit the use-
fulness of HRP2-based assays in areas of intense malaria
transmission, where positive tests may commonly be due to

Performance

- Sensitivitv: PI{HRP2)-00.7%, P{(pLDH)-07.4%, Pv-05.5%
- Specificity: 00.2%



Diagnaostico por PCR
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eLane S: Molecular base pair standard (50-bp ladder). Black arrows show the size of standard bands.
eLane 1: The red arrow shows the diagnostic band for P. vivax (size: 120 bp)

eLane 2: The red arrow shows the diagnostic band for P. malariae (size: 144 bp)

eLane 3: The red arrow shows the diagnostic band for P. falciparum (size: 205 bp)

eLane 4: The red arrow shows the diagnostic band for P. ovale (size: 800 bp)



Aula Pratica

ldentificacao de P. vivax e P. falciparum
em preparacoes coradas

P. vivax P. falciparum

Todas as formas:

Trozoitas (anel) Trozoitas (anel)

Esquizontes Gametocitos
Gametocitos



Doenca de Chagas

Etiologia:

Trypanosoma cruzi — Tripanossomiase americana

QOutras especies de Trypanosoma:

T. brucei — Doenca do Sono (Africa)

T. rangeli — Nao patogénico (Américas)



Estagios evolutivos do parasita

Morfologia dos flagelados da ordem Kinetoplastida
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Biologia do parasita Tripomastigota:

(formas evolutivas) (no hospedeiro vertebrado, em
cultura de células e animais de
laboratorio)

Amastigota.

(no hospedeiro vertebrado, em 3
cultura de células e animais de Uy
laboratorio) » \

epimastigotes
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Epimastigota

(no inseto vetor — “barbeiro” 4
eem Cu|tura axénica) (by P.W. Pape;s and S.M. Wardrop) z
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Ciclo biologico do Trypanosoma cruzi
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Epimastigote
Trypomastigote \

J

Vetor
(Reduviidae)
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vertebrado

Amastigote &/ Metacyclic

Trypomastigote

https://www.chagasfound.org/chagas-disease/life-cycle/



Desenvolvimento da Doenca de Chagas no homem

Contaminacao por T. cruzi

Tratamento Fase aguda
(cura) (3 a 4 meses)

Morte

Fase cronica

Indeterminada
(anos ou decadas)

Formas cronicas: Evolugao benigna
Cardiaca, digestiva

OuU Mmista

Evolucdo maligna Morte
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Fonte; OPAS (2007).



Diagnostico laboratorial

FASE AGUDA

Parasitemia patente

Diagndstico

FASE CRON

Parasitemia subp

ICA

atente

Diagnostico

Parasitoldgico Sorologico Parasitoldgico Sorologico

Exame Microscopico Deteccao Hemocutura Deteccao

Hemocultura de IgM Xenodiagnostico de IgG
Xenodiagnostico PCR

PCR




Diagnostico parasitologico
® Microscopia — deteccéo de tripomastigotas no sangue:

— Exame a fresco em lamina (+ sensivel)

— Gota espessa ou esfregaco corado com Giemsa ou Leishman
— Centrifugacdo em tubos capilares (micro-hematocrito):

T sensibilidade (80 a 90%)

A fresco (lupa entomologica)
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Diagnadstico parasitologico

® Xenodiagnodstico:

Consiste na alimentacao de ninfas de triatomineos néo infectados

(criados em laboratorio) com o sangue de pacientes — 5 a 10 ninfas
mantidas em jejum por 3 a 4 semanas.

Exame
das
30, 60 e 120 dias Fezes

Natural (Emile Brumpt, 1914)
Em desuso

Artificial



Diagnostico parasitologico

® Hemocultura;

Cultura do sangue em meio LIT (liver infusion
tryptose) — 28°C

Leitura: 30, 45, 60, 90 e 120 dias — exame a fresco
ou com coloracao vital (azul de metileno)



Diagnostico parasitologico

METODO SENSIBILIDADE  SENSIBILIDADE
(Fase Aguda) (Fase Cronica)

Microscopia 50 - 90% \!

Xenodiagnaostico 85 - 100% ~ 50%

Hemocultura 100% ~ 50%



Diagndstico sorologico
(Sorologia convencional)

® Metodos: Hemaglutinacao indireta (HAI)
Imunofluorescéncia indireta (IFI)

Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

® Antigenos de T. cruzi: Extratos totais
FracOes semi-purificadas
(epimastigotas)



Condutas para o Diagndéstico Laboratorial
de Doenca de Chagas Aguda (DCA)

Realizar: Sorologia para IgM (ELISA e IFI) e Parasitologico

7~ N

ELISA (+) e IFI para IgM (+) Parasitoldgico (-)
e/ou
Parasitologico (+) / \
Tratamento ELISA (+) e ELISA (-) e
IFI para IgM (-) IFI para IgM (+)

N\ e

Reavaliar



Condutas para o Diagndéstico Laboratorial
de Doenca de Chagas Crdnica

Realizar 2 testes soroldgicos (IgG): ELISA, IFI ou HAI

/ | \

Ambos 1 reagente Ambos nao
reagentes 1 ndo reagente reagentes
POSITIVO INCONCLUSIVO—Repetir NEGATIVO
Iniciar Se permanecer

tratamento Inconclusivo,

Realizar PCR e WB



Outros métodos disponiveis

Western blot (WB) utilizando antigenos nativos: antigenos
de excrecao-secrecao (tripomastigotas)

ELISA utilizando antigenos recombinantes

(T especificidade)

PCR: para o controle da parasitemia pos-tratamento



Caso confirmado de Doenca de Chagas
Congénita

Recém-nascido de méae com exame parasitologico ou sorologico
positivo para T. cruzi e que apresente:

® Exame parasitologico positivo a partir do nascimento
Material: sangue do cordao umbilical, sangue periférico

Ou

® Exame soroldgico positivo a partir do 6° més de nascimento e sem
evidéncia de infeccao por outras formas de transmissao.



Aula Pratica

ldentificacéo de Trypanosoma cruzi em
preparacOes coradas

Tripomastigota Epimastigota

epimastigotes

(by P.W. Pa‘gas and S.M. Wardrop)



Toxoplasmose

Agente etiologico: Toxoplasma gondii



v

Ciclo biolégico do T. gondii

o f—\mm

Oocistos ~ e Cistos contendo
esporulados @ @ bradizoitas
~ ttaa &
(fezes de gato) Taquizoitas (carne crua ou mal

(fase aguda)
2
Cistos (bradizoitas)
(fase cronica) ™.

cozida: porco,
carneiro)

Células epiteliais,

A oo Siage ™ musculares e nervosas
A\ = Diagnostic Stage . )
A
A Serum,
CSF

Transmissao placentaria
de taquizoitas




ManifestacGes Clinicas

InfeccbBes primarias adquiridas ap0s o nascimento:
« Em imunocompetentes:

- Assintomaticos (90%)
- Quadro autolimitado de linfadenopatia febril (<1%)

» Infeccdes cronicas: 0 parasita persiste sob a forma de cisto

«  Em imunocomprometidos: as manifestacoes incluem sinais de
comprometimento dos pulmdes, dos olhos, do coracao e, sobretudo,
do cérebro. Pode ocorrer reativacao de infeccoes cronicas latentes

(cerebro, olho)

InfeccOes congénitas: Quadros clinicos de diferentes gravidades



Diagnostico Laboratorial da Toxoplasmose
Adquirida

Diagnostico Parasitologico

Isolamento do parasita por inoculacdo de amostras clinicas em
camundongos: 6 a 10 dias — pesquisa de taquizoitas no liquido peritoneal
ou cistos no cérebro ou outros orgaos

Material: sangue, humor aquoso, homogenatos de placenta, LCR

» Limitacoes:
- resultados demorados
- riscos para o manipulador
- custo

> Taquizoitas

ﬁ ‘% coletados de

liquido peritoneal

Cisto contendo
bradizoitas

- de camundongo (tecido cerebral, HE)
inoculado com T.
- gondii (Giemsa)




Diagnostico Parasitoldgico

Semeadura do material em cultura de
células (fibroblastos) — IFI

Material: sangue, LCR, liquido amniotico

» Limitacoes:
- resultados demorados
- custo elevado

Histopatologico: pesquisa de
taquizoitas e cistos em tecidos




Diagndstico Soroldgico

Hemaglutinacao indireta: para “screening”
Imunofluorescéncia indireta —
— IgM - fase aguda (pico 6-8 sem)

— 1gG - fase cronica (pico 12 sem)

ELISA: IgG, IgM, IgA e IgE » » »
Teste de avidez de IgG (para diagnostico da infeccdo materna)

- Fase aguda: altos titulos (ou rapida elevacéo) de IgG de baixa avidez
- Fase de transicao: IgG com avidez crescente
- Fase cronica: baixos titulos de IgG de alta avidez

» Em gestantes, a diferenciacao entre fase aguda e crbnica é essencial



Perfis soroldgicos na toxoplasmose adquirida

Ab levels
A
 Acute infectior Chronic infection
1gG
Javidez 1gG
19G
Tavidez
IgM
ISE
IgA IgM residual
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 24

Time (months)

Trends in Parasitology

https://doi.org/10.1016/j.pt.2016.04.001



Diagnostico Molecular

« PCR — deteccédo do DNA do parasita em amostras de sangue
periferico, sangue de cordao umbilical, liquido amniotico ou LCR

Gene B1 de
T. gondii

200-

100-
120 pb

Pereira-Chioccola (IAL-SP)



Diagnostico laboratorial da Toxoplasmose Congénita

Investigar:

Infeccado materna: rastreamento sorologico » » »

- Durante o pré-natal, os anticorpos contra o toxoplasma séo detectados em
cerca de 50% a 80% das mulheres brasileiras

- Gestantes soronegativas devem ser seguidas durante a gravidez para
deteccéo precoce de soroconversao

Infeccao Fetal: parasitologico e PCR (liguido amnidtico)
Ultrassom morfologico

Infeccdo no Recém-Nascido: parasitologico, sorologia e
PCR (sangue periférico ou do cordao umbilical)

Meétodos de imagens, exame oftalmologico



Diagnostico da toxoplasmose aguda na gestacao

SOROLOGIA NA
12 CONSULTA

[ ' | |
IgM (-) Ig IgM (+) IgM (+)
1gG (+) Ig 19G (-) 1gG (+)

[
M (-)
G()

J Susceptivel J L = Teste de avidez
(n@o imune) de IgG
Baixa l Alta

(< 30%) (> 60%)

Infeccéo
passada
(imune)

Acompanhar por
sorologia

Soroconversao
(infeccao aguda)

v

I

Iniciar tratamento Dispensa
tratamento
Iniciar tratamento l (sem risco de
acometimento

_| Investigar infeccao fetal fetal)

| (PCR do lig. aminiético)




Aula Pratica

ldentificacao de Toxoplasma gondii em
preparacoes coradas

Taquizoitas

Forma livre ou trofozoita; ‘
Encontrado na fase “»
aguda da infeccao -

Forma de arco
(toxon=arco)

Forma movel, de ‘\
multiplicacao rapida
(tachis=rapido) - -, 4




