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Introdugo

PROTOZOARIOS (REINO PROTISTA)

Subfilo Sarcodina — Entamoeba histolytica

FILO SARCOMASTIGOPHORA

(Locomocio por pseudépodes ou flagelos) Subfilo Mastigophora — Giardia duodenalis

— Familia Eimeriidae [~ Cystoisospora belli (Isospora belli)
I: Cyclospora cayetanensis

FILO APICOMPLEXA - Familia Cryptosporidiidae — Cryptosporidium spp

(Complexo apical)

Toxoplasma gondii
. Familia Sarcocystidae I: Sarcocystis spp



Introdugo

PARASITA MONOXENO
Exige apenas uma espécie de hospedeiro para completar seu
ciclo biologico.

PARASITA HETEROXENO

Necessita passar obrigatoriamente por dois ou mais hospedeiros
para que completar seu ciclo biologico. Um deles é o hospedeiro
definitivo (reproducdao sexuada), e os demais sao considerados
hospedeiros intermediarios (reproducao assexuada).



Awmebiase

- Agente etioldgico: Entamoeba histolytica (patogénica)
Entamoeba dispar (ndo patogénica)
Filo Sarcomastigophora

* Antroponose

* Protozoario monoxeno
* Ciclo de vida inclui 03 formas: trofozoito — pré-cisto — cisto
1) Trofozoitos: 10 a 60pum (média 25um).

Divisao assexuada por fissao binaria simples;

Contém 01 nucleo com endossomo (também conhecido como

. cariossomo) central e cromatina periférica;

- . - :
g.-' | Os trofozoitos frequentemente apresentam hemdcias semi-
ol® digeridas em seu interior.
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Introdugo

Fissao binaria ou biparticao: processo de reproducao assexuada
dos organismos unicelulares que consiste na divisao de uma
célula em duas, cada uma com o mesmo genoma da "célula-

mae".

Fonte: S6 biologia
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» Ciclo de vida inclui 03 formas:

2) Pré-cistos: sao intermediarios entre trofozoitos e cistos,
com a presenca de 01 nucleo.

3) Cistos: sao esféricos ou ovais, com tamanho de 10 a 20pm
(média de 12um) e parede cistica rigida.

Apresentam divisao multipla e podem conter de 01 a
04 nucleos.

Cistos imaturos: apresentam 01 ou 02 nucleos e
possuem uma estrutura cilindrica conhecida como
L corpo cromatoide.
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FORMAS EVOLUTIVAS

(A) endoplasma (B)
ectoplasma
cariossomo

| , cariossomo
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Trofozoito Pré- cisto Cisto

Fonte: Ferreira et al., 2003

Os protozoarios do género Entamoeba caracterizam-se por terem um nucleo
com cariossomo ou endossomo central ou excéntrico e cromatina periférica
disposta em pequenos granulos situados na face interna da membrana.
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FORMAS EVOLUTIVAS

(B)
: corpo croma!dide
cariossomo /

nucleo

Pre- cisto Cisto Fonte: Ferreira et al., 2003

PRE-CISTO: o parasita perde seus vaclolos digestivos e elabora um
envoltorio.

CISTO: contém depdsito de polissacarideo (“vacuolo de glicogénio”) e
aglomerados de RNA, fortemente corados pela hematoxilina, os corpos
cromatoides. No cisto, o nucleo divide-se 2 vezes, tornando-se

tetranucleado.
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* Habitat da E. histolytica e E.dispar: intestino grosso

* Uma vez ingeridos, os cistos liberam no intestino as
formas metacisticas que se transformam em trofozoitos
qgue irao colonizar o epitélio do intestino grosso.

* Trofozoitos multiplicam-se de forma assexuada por
fissao binaria simples.

* Nas ultimas porcoes do intestino grosso, os trofozoitos
desenvolvem uma membrana cistica e sao liberados com
as fezes para o meio exterior.

* Contaminam a agua e os alimentos, atingindo outros
hospedeiros.

*"o' . ~ ;. . .
. . * Os cistos sdo as unicas formas que sobrevivem no meio
. 4 ambiente.
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- Fatores de viruléncia da E. histolytica:

Adesao das amebas as células alvo é a primeira etapa do
processo que leva a erosao do epitélio da mucosa intestinal.

Todas as amebas apresentam uma molécula de adesao na
célula-alvo denominada Gal/GalNAc (lectina de adesdo
passivel de inibicao por galactose e N-acetil-galactosamina).

Uma vez aderidas as células do epitélio intestinal, as
amebas invasivas desencadeiam um processo de citolise que
leva a erosao epitelial, e é através destes locais que o parasita
invade o hospedeiro.

® <A amebiase é a quarta causa mais frequente de morte por
~ protozoarios, situando-se depois da Malaria, Doenca de Chagas e

5 4
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* As formas invasivas (trofozoitos) penetram no epitélio intestinal
e dividem-se intensamente na submucosa e podem ser
eventualmente eliminados nas fezes de pacientes com disenteria
grave.

* A Entamoeba histolytica produz ulceracdes intensas no epitélio
intestinal:

Ha individuos que podem desenvolver também amebomas
gue sao lesdes pseudotumorais resultantes de necrose,
inflamacao e edema da mucosa e submucosa do célon.

* A Entamoeba histolytica pode, eventualmente, atingir outros

orgaos por via hematogénica (amebiase extra-intestinal).

» . Aspectos clinicos:

@) , . . , o~ ,
) Amebiase extra-intestinal (figado, pulmao e cérebro).

-

o .
f:. Amebiase intestinal;
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AMEBIASE INTESTINAL
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* Os individuos que ingerem cistos de E. histolytica podem infectar-se ou nao. Quando
infectados, podem tornar-se portadores crénicos assintomaticos ou apresentar disenteria de
moderada a grave.

* As sindromes diarréicas e disentéricas correspondem a 90% dos casos de amebiase
intestinal invasiva. Os pacientes apresentam geralmente 03 a 05 evacuagdes
mucossanguinolentas por dia, sem febre. Ocorre dor moderada em cdlica precedendo as
evacuacoes.

* Alguns individuos podem apresentar colite fulminante de evolucao rapida, com 30 ou mais
evacuacoes didrias acompanhadas de colicas intensas.
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* Amebiase extra-intestinal

Outros 6rgaos, como o figado, podem ser
afetados secundariamente por E. histolytica.

O figado é atingido através da disseminacao

sistémica das amebas que ocasionam o
chamado abscesso amebiano de figado ou
necrose amebiana de figado.

Por contiguidade, o pulmao direito, em geral,
é atingido, através do diafragma, a partir de
lesOes hepaticas.

As lesdes pulmonares também apresentam
aspecto necrotico e podem ser multiplas.

Em casos graves, relativamente raros, o
cérebro também pode apresentar focos
necroticos.
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Diagnostico laboratorial

* Baseia-se na pesquisa de formas parasitarias (cistos
ou trofozoitos) em amostras de fezes examinadas ao
microscopio.

Quando se encontram somente cistos nas fezes de
individuos assintomaticos ou com diarréia, as amostras
devem ser referidas como positivas para
E.histolytica/E.dispar.

Existem varias técnicas de concentracao de cistos de

protozoarios de uso rotineiro em laboratdrios de

Parasitologia. Estes métodos visam separar os cistos dos
v detritos presentes nas fezes.

.o

| @
Y
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Diagnostico laboratorial
* A técnica mais comum, descrita por Faust e colaboradores,
baseia-se na centrifugacao de uma suspensao de fezes em solucao
de sulfato de zinco de densidade de 1,180.
Nestas condicOes, os cistos de protozoarios e a maioria dos
ovos de helmintos flutuam, enquanto que a maior parte dos
detritos se deposita no sedimento.

—> Parasitas
(sobrenadante)

" Sulfato de Zinco

" Fezes

3 fa
s’,:). ) Centrifugacao
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Diagnostico laboratorial

* Os cistos sao geralmente corados com solucao de Lugol.

* Obtém-se melhor visualizacao das estruturas internas dos cistos
e trofozoitos, em exame direto, em amostras coradas com
hematoxilina férrica ou tricromio.

* Atualmente, existem técnicas moleculares para diferenciacao de
cistos de E.histolytica e E.dispar, porém sao onerosas € nao sao
utilizadas na rotina dos laboratodrios clinicos.

» L4
\ ‘:.
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Diagnostico laboratorial

* Testes sorolégicos (ELISA): sdo positivos na maioria dos
individuos com amebiase intestinal invasiva (75%) e
abscesso amebiano (90%).

LimitacOes em areas endémicas, pois muitos individuos
saudaveis podem apresentar anticorpos detectaveis
meramente em funcao de infeccdes preévias.

» L4
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Transmissao

Amebiase

Cistos e Trofozoitos

Cistos
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glardiase

Giardia duodenalis
e 2 5sinOnimos:

Giardia intestinalis _7 !
Giardia lamblia S <

_ . Acowmete clies, gatos e bovinos
* Filo Sarcomastigophora

e Distribuicao mundial;
e Parasita intestinal mais comum em paises
desenvolvidos;
« Asia, Africa e América Latina:
200 milhdes de individuos sintomaticos
500.000 casos novos por ano
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Nucleos o

1.

—Disco adesivo

~~ Corpos
parabasais

AN

Axonemas

Flagelos

G.duodenalis é um parasito monoxeno.
Ciclo vital inclui 02 formas:
Trofozoitos:

Medem de 10 a 20um, sao piriformes e com simetria
bilateral;

Movimentam-se através de 04 pares de flagelos e
dividem-se de modo assexuado por fissao binaria.

Contém 02 ndcleos, 02 axonemas (feixes de fibras
longitudinais) e 02 corpos parabasais em forma de
virgulas, de funcao desconhecida.

Na superficie ventral ha um disco adesivo ou disco
suctorial, principal responsavel pela fixacao do
protozoario as células epiteliais do intestino.
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4 ) 2. Cistos:

* Os cistos sao ovalados ou elipséides e medem cerca de
12pum.

e S3o formas de resisténcia e suas estruturas internas sao
as mesmas dos trofozoitos, porém duplicadas.

* Habitat: intestino delgado, principalmente o duodeno e
as primeiras porcoes do jejuno.

\- J * COciclo vital € semelhante ao da Entamoeba histolytica.
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e Infecta o homem e animais domésticos (zoonose):

Caes, gatos e bovinos.

Parasitismo

Aderem a mucosa intestinal (disco adesivo);
e N3o hainvasao das células;

e Barreira mecanica para absorcao de alimentos;

Adesao provoca lesdes com inflamacao.




Transmissao

 Fecal —oral;

e |ngestao de alimentos e agua
contaminados com cistos.

glardiase
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Aspectos clinicos

e Diarréia (fezes amolecidas) com duracao entre 2 a 4
semanas (autolimitada);

o Esteatorréia, desconforto abdominal, nduseas,
vomitos, flatuléncia e perda de peso;

e As infeccOes prévias por Giardia produzem certo
grau de protecao contra formas clinicas em
infeccbes subsequentes. Por isso, em areas
endémicas, a maioria das infeccdes sintomaticas em
individuos imunocompetentes ocorre em criancas
ou viajantes nao-imunes, provenientes de areas de
baixa transmissao.

* Periodo de incubacdo: 1 a 4 semanas (média 7 a 10
dias).
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Diagnostico

e Exame de fezes;

e Pesquisa de cistos:
Exame de 03 amostras colhidas em dias alternados;
Eliminacao de cistos é intermitente.

Os cistos sao pesquisados com o uso das mesmas
técnicas utilizadas para Entamoeba histolytica (Método
de Faust), com coloracdo de Lugol, tricromio ou
hematoxilina férrica.
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Controle
e Dificil

e Grupos A e B circulam entre seres humanos e

animais.

Australia: alta proporcao de caes infectados
com os grupos A e B —transmissao entre
animais de estimacao e o homem.

1993: surto no Canada (veiculacao hidrica) =
esquilos como fonte de infeccao (lsaac-
Renton et al., 1993).

e Saneamento basico;
e Educacao sanitaria;
e Filtracao da agua;

e Lavar bem frutas e verduras.




Coceioeos

* Filo Apicomplexa
* Subclasse Coccidia
* Ciclo— 02 fases reprodutivas:

FASE ASSEXUADA = ESQUIZOGONIA ou MEROGONIA
Esporozoito — ESQUIZONTE ou MERONTE (merozoitos)

FASE SEXUADA = GAMETOGONIA
Merozoito = GAMETOCITOS — Masculino (MICROGAMETOCITO)
— Feminino (MACROGAMETOCITO)

Fusao dos gametas — zigoto — OOCISTO

Ambiente — Esporulacao oocisto — ESPOROGONIA



FASE
ASSEXUADA

ELEEEE LR Rt S L L TR L R LR L L LR LRI
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- 2 . Agente etiologico: Cryptosporidium sp
' - Cryptosporidium parvum (potencial zoondtico)
Cryptosporidium hominis

* Distribuicao mundial
Freqliente em paises em desenvolvimento.

* Pertence ao Filo Apicomplexa e subclasse Coccidia.

e Protozoario intracelular obrigatorio:

Seu habitat principal sao as células epiteliais do intestino delgado,
mas pode ser encontrado em qualquer segmento do trato
digestivo;

Particularidades: tem localizacao extracitoplasmatica - faz fusao
com a membrana do enterdcito, mas localiza-se fora do
citoplasma da célula hospedeira.

Formas graves em pacientes aidéticos.
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o “# < Ciclo vital em um hospedeiro:
2 Parasita monoxeno

‘&
2 e ° Oocistos de C.parvum e C.hominis sao esféricos e medem de 2
- Eail ' a 4um e contém 04 esporozoitos nus.

Sao eliminados esporulados - é possivel a liberacao dos
esporozoitos na luz intestinal.

e Fatores de viruléncia:

Cryptosporidium sp invade as células epiteliais do intestino
delgado, sem atingir as camadas mais profundas da
mucosa.

Ocorre mal absorcao de nutrientes, com reducao de
enzimas digestivas como a lactase e a fosfatase alcalina.

Reducdes da absorcao de vitamina B12 estao relacionadas
com a intensidade da infecgao.




© OO Oee
FASE FASE

ASSEXUADA ® y SEXUADA
E &ql [ 4 i; J ; J 1 4 z ﬁfff?ffffff? ““‘ - S g N G ‘] *Vl e1 ( "E;,( W. ‘ ‘] /

§
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-3 Trofozoitos
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— Microgametdcitos / Macrogametadcitos

: Esporozoitos
FEZES
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e Transmissao
Fecal — oral;
Ingestdao de agua e alimentos contaminados

com 0o0cCistos;
Agua recreacional contaminada.

79
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“ 2 . surtos ligados a transmissao por agua:
b 2 1993 Milwaukee (EUA): 400 mil pessoas infectadas.

L
'ﬁ, e Parasita permanece viavel por meses no ambiente:
“. Resistentes ao cloro;
Inativacao:
Altas temperaturas (60°C);
Congelamento.
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e Sintomas

e Imunocompetentes:

Diarréia aquosa, intermitente ou continua, dores abdominais
e perda de peso.

Cryptosporidium é um dos principais responsaveis por
diarreias infantis em criancas de 2 a 5 anos que frequentam
creches.

e Imunodeprimidos:
Diarréia severa, com varias evacuacoes;
Perda de +20L de liquido/dia.
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e Diagnodstico laboratorial

> 2 | .
2 e Pesquisa do parasita em fezes:
- Concentracao por flutuacao em sacarose.
= j £ Visualizacao pode ser feita:
' o Exame a fresco: microscopia convencional
ﬁ- 2 Material corado pelas técnicas de Ziehl-Neelsen

’

modificada (Kinyoun), Safranina-azul de metileno,
Auramina e similares.

Safranina-azul de metileno

e Histologia: microscopia Optica, corando-se o material com
hematoxilina-eosina, ou utilizando-se a microscopia eletronica.

W

Auramina

e Métodos imunoldgicos:

Pesquisa de anticorpos séricos.

",\

‘J 7 . ~ . .
p _* Técnicas moleculares: PCR (Rea¢do em cadeia pela polimerase).

Kinyoun
0000000000000 000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000
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4 £
2 2 ° Controle
o Saneamento Basico e Educacao sanitaria;
Filtracdo da agua;

Lavar muito bem frutas e verduras;

Controle da contaminacao ambiental com fezes de animais
infectados.

@

e
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* Agente etioldgico: Cyclospora cayetanensis
* Protozoario intracelular obrigatério
Filo Apicomplexa, subclasse Coccidia
* Habitat: intestino delgado
* Desenvolve-se em um uUnico hospedeiro (monoxeno)

* Ciclo vital (ndo estd totalmente esclaredido) - semelhante ao do
Cryptosporidium

* Oocistos eliminados nas fezes na forma nao-esporulada:

N3o se sabe ao certo o tempo para esporulacdao para se tornarem
infectantes.

P CondicOes experimentais: 5 a 11 dias.

BLC e Oocistos esporulados: sao esféricos e medem de 8-10um e
‘é& apresentam 02 esporocistos com 02 esporozoitos cada um.
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* Transmissao: via fecal-oral e agua e alimentos contaminados.

e Reservatorios da infeccdao nao foram identificados até o
momento — potencial zoondtico desconhecido.

* Aspectos clinicos: quadro de diarréia semelhante ao provocado
pelo Cryptosporidium :

Além da diarréia aguosa pode ocorrer também fadiga
profunda, indigestao, sensacao de gueimacao no estbmago,
nauseas, dores abdominais, perda de peso e vomitos;

Doenca é autolimitada, mas pode prolongar-se por varias
semanas;

Em pacientes imunocomprometidos — a infeccao pode ser
> prolongada e severa.
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 Diagnostico laboratorial
 Pesquisa de oocistos nas fezes - centrifugo - flutuacao
* Visualizacao em microscopia 6ptica - material a fresco

* Coloracao pelas mesmas  técnicas  utilizadas  para
Cryptosporidium:

Ziehl-Neelsen modificada (Kinyoun)

Safranina-azul de metileno e auramina
» Detecc¢ao de anticorpos séricos

* Técnicas de biologia molecular (PCR)

Pt o
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Transmissao

Oocisto esporulado
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Contaminagao ambiental
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* Também denominada isosporiase e isosporose.
* Agente: Cystoisospora belli (Isospora belli).

* Todas as espécies de Cystoisospora sao intracelulares
obrigatorias.
* As infeccbes entéricas por Cystoisospora belli eram

relativamente raras até o advento das sindromes de
imunodeficiéncia.

* Protozoario do Filo Apicomplexa.
* Completa seu ciclo num sé hospedeiro (=monoxeno).

* Estudos de filogenia molecular indicam que os parasitos do
género Cystoisospora sao em termos evolutivos, mais
proximos de Toxoplasma e Neospora.




* Ciclo vital compreende duas fases: uma assexuada e uma sexuada.
Fase assexuada: esquizogonia
Fase sexuada: gametogonia

* Forma infectante: oocisto — ovalado (20 a 33um por 10-19um)

* Oocistos eliminados nas fezes na forma nao esporulada (ndo-
infectante).

* Esporulacao no meio ambiente: 24-48horas.

* Oocistos: contém 02 esporocistos, cada um com 04 esporozoitos.

Oocistos de Cystoisospora belli em
diferentes fases de maturacao: A, fase
inicial, com um soé esporoblasto; B,
com 2 esporoblastos transformados
em esporocistos; C, oocisto maduro,
onde cada esporocisto ja formou 4
esporozoitos.
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* Transmissao

Ocorre pela ingestdao de oocistos presentes em agua ou
alimentos.

* Aspectos clinicos

Quadro clinico caracterizado por 08 a 10 evacuacoes
liquidas por dia.
Individuos imunocompetentes: diarréia é autolimitada.

Na maioria das vezes, a infeccdao permanece
assintomatica.

Nos demais casos ha febre, diarréia, anorexia e cefaléia,
com inicio 7 a 10 dias ap0s a contaminagao, com duracao
de 10 dias ou mais.

A evolucdo é para a cura espontanea, mesmo sem
medicacao.
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s * Diagnoéstico laboratorial

Pesquisa de oocistos nas fezes.
A visualizacao é feita por:
Exame a fresco — microscopia éptica convencional

Coloracao especifica: Ziehl-Neelsen modificada (Kinyoun),
safranina-azul de metileno, auramina.

* Prevencao e controle
Saneamento basico
Educacao sanitaria
Filtracdo da agua

Evitar a ingestao de alimentos crus.
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Cryptosporidium
Tamanho: 4um, contendo 4
esporozoitos nus.

Cyclospora cayetanensis
Tamanho: 10um, contendo 2
esporocistos com 2 esporozoitos.

Cystoisospora belli
Tamanho: 25um, contendo 2
esporocistos com 4 esporozoitos.

b}

2

7

Adaptado de Ferreira et al., 2003
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Toxoplasma gondii

Oocisto Cisto tecidual Taquizoitos
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Toxoplasma gondii:
* Hospedeiro definitivo:

- Felideos (gato domeéstico)
*  Hospedeiros intermediarios:

- Animais de sangue quente,
incluindo o HOMEM.

Implicacoes:
* Saude publica
* Biodiversidade

Laboratério de Protozoologia
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TOXOPLASMOSE

Zoonose de importancia médica e veterinaria.

Toxoplasma gondiii:
* Altamente imunogénico

Central

Prevaléncia:
* Regido geografica ({/ clima frio) América
 Padrdes culturais (alimentacao)

e >1 I?ilhéo de infectfdos INFECCAO DOENCA
* Brasil: 70% populacao adulta COMUM RARA
* Grande Sao Paulo: 60%

Laboratério de Protozoologia
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TOXOPLASMOSE  vcoer.

Roptrias

Toxoplasma gondii:

Intracelular obrigatorio;

Filo Apicomplexa;

Penetra ativamente na célula hospedeira;

Parasita qualquer célula de animal de
sangue quente.

Forma de arco
ou crescente

Laboratério de Protozoologia

e = LA — T A
€2 @ > G Ll I
A Ay — / R ”




IFN-y Y
Varia¢oes pH

Aumento temperatura




ENDODIOGENIA

Endodiogenia: formam-se 2 individuos dentro da célula mae.






From M. Torbenson

O Cisto é imune a terapia e fica residente nos tecidos por anos, numa
localizacao intracelular, com uma capsula glicoproteica, o que o torna
inatingivel a resposta imune.



From M. Torbenson

O Cisto é imune a terapia e fica residente nos tecidos por anos, numa

la glicoproteica, o que o torna

V4

apsu

localizacao intracelular, com uma ¢
inatingivel a resposta imune.
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Aspectos Clinicos

Imunocompetente:
* Assintomatica 90% casos;
» Carater benigno e autolimitado:
- Imunidade celular e humoral.
* Sintomaticos:
Linfoadenopatia (cadeia cervical):
Febre, dor de garganta, mialgia e cefaléia

Quadros mais graves (sistémicos):
Pneumonite, hepatite e miocardite
2 a 3% desenvolvem a forma ocular:
Retinocoroidite (retina — cordide)
Formas cisticas na retina;
Erechim (RS):
- 17,7% (Glasner et al., 1992)

Laboratério de Protozoologia
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Lesao satélite

Retinocoroidite por T.gondii com
lesao satélite ativa, com
espessamento focal devido acumulo
de células inflamatdrias (A). Processo
de cicatrizacdo apdés 1 més de
tratamento (B).
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Aspectos Clinicos

Imunocomprometido:

- Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida:
- Encefalite (Luft & Remington, 1988);
- 20% de 6bitos em pacientes com AIDS (Passos et al., 2000).

- Imunossupressoes medicamentosas;

- Transplantes (coracao, figado e medula éssea);

- Imunologicamente imaturos (feto e recém nascido):
- Toxoplasmose congénita

Parasita invade orgdos e tecidos causando formas graves

Laboratério de Protozoologia
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Toxoplasmose Congénita

Infeccao aguda durante a gestacao:
* EUA:

- 3000 (Roberts & Frenkel, 1990).
* Brasil:

- 1 crianca infectada /1000 nascimentos (Dubey et
al.,2012).

* S3o Paulo:
- 230 a 300 criancas (Guimaraes et al., 1993).
* Minas Gerais:

- 15,2% recém -— nascidos infectados: bioensaio
positivo para amostras de sangue periférico
(Carneiro et al., 2010).

5-15% das infecgbes resultam em aborto Laboratério de Protozoologia
8-10% em lesdes graves oculares ou do SNC B v @ 70 W)
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MT;

Toxoplasmose Congénita

Infeccao fetal:
o 4 1° trimestre de gestacao
7T 3° trimestre da gestacao
Dano fetal:
T 1° trimestre da gestacao

1 30 trimestre de gestacao
* Tétrade de Sabin

Laboratério de Protozoologia
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Diagnostico

Clinico: Limitado
Laboratorial:

* Diagnbstico Parasitologico:

- Isolamento do agente:
Inoculacdao em camundongos
Cultivo celular

- Deteccao morfoldgica do agente:
Microscopia
Coloracoes especificas

- Deteccao de acidos nucleicos:
PCR

* Diagnostico Histologico
* Diagnostico Sorolodgico
Laboratério de Protozoologia
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Diagnostico Parasitologico

Inoculagdao em camundongos:
° Sangue (camada leucocitéria);
* Sedimento da centrifugacao:
- Liguido cefalorraquidiano;

- Ligquido amnidtico;

- Lavado brénquico-alveolar;

°* Amostras de carne previamente digeridas.
Inoculacao intraperitoneal em camundongos
soronegativos:

* Soroconversao do animal;

* Achado de taquizoitos no liquido peritoneal,

* Cistos em cérebro.

Laboratério de Protozoologia
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Pesquisa de oocistos

Método de centrifugo - flutuacao em sacarose (A)
Coloragdo de Kinyoun (B)
* Esfregaco das fezes filtradas
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{

Pesquisa de Acidos Nucleicos

Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR):
* Deteccao de segmentos especificos de acidos nucléicos apds amplificacao
pela PCR:

Técnica sensivel;
Rotina em muitos laboratdrios de diagnostico;
Resultado em menos de 48 horas;

Cuidados especiais para contaminacao;
Amplificacdo de varios segmentos de DNA de diferentes genes:
SAG1, B1, DNA ribossomal

he |

< -
115 bp

* Aplicacao em diferentes materiais:
- Ligquido amnidtico;
- Sangue venoso;
- Liquido cefalorraquidiano;

A = Padrdo 50 bp - Amostras de carne previamente digeridas pela pepsina ou tripsina.
B = Controle positivo

Laboratério de Protozoologia
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Testes Sorologicos

Varios testes:
* Reacao de neutralizacao;
* Reacao de Sabin & Feldman;
* Reacao de fixacao do complemento;

* Reacoes de aglutinacao:
- Hemaglutinacao
- Aglutinacdao em latex

- Aglutinacdo direta (taquizoitos fixados em formaldeido ou C“\’T/_C_"geno
acetona): S¢S
otV VAN VEY 2
Y MAT R WA %
~ . A e . ¢Y}Y}W’ Conjugado anti-

* Reacao de imunofluorescéncia indireta; IgG
* ReacOes imunoenzimaticas (ELISA): 0 s e IgG do soro

- Exsudato carneo como material bioldgico. Antigeno

L. T.gondii .
Laboratério de Protozoologia
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'—T'

» 4 ~
Toxoplasmose: transmissio
FECAL - ORAL CARNIVORISMO CONGENITA
- J , \
V@.‘o " X
.“ ’ » » 40;:‘\:}
) '3;. svpd ]- '
OOCISTOS CISTOS TAQUIZOITOS
Alimentoy Cawrne cruav Infeccdo-
Aguav Embutidosfrescoy  Travsplacentirio
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TRANSMISSAO POR OOCISTOS

* Agua;

* Frutas, legumes e verduras;

e Contato direto fezes:
Criancas

Jardinagem

Laboratério de Protozoologia
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TISSUE CYST

TACHYZOITE

3-10 DAYS POROGONY
BRADYZOITES = IN FECES
213 DAYS ) l
TACHYZOITES ;
>18 DAYS 1z
OOCYSTS P S
O
’Q
S
53

Fonte: Advances in the life cycle of Toxoplasma gondii (Dubey, 1998)

* ~ 100% eliminam oocistos apds ingestao de cistos teciduais;
* < 30% eliminam oocistos apds ingestao de oocistos ou taquizoitos.
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TT

Sorologia x Excrecao de Oocistos

* Meireles et al.,2008:
— A excrecao de oocistos antecede a resposta imune humoral.

1000000 '—_ 2000
100000 (7
o o
@ 10000 =
- =
> i B Q

O 1000 1000
3 ()
o 100+ =
&

104
1 o © 0
0 10 20 30 40

Days after challenge
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Toxoplasmose em Mamiferos Aquaticos

* Infeccao por Toxoplasma gondii:
— >33 espécies de mamiferos marinhos.

— Importante patdogeno em mamiferos da costa
marinha dos EUA (Califérnia).

* Maioria dos estudos — lontras (protegidas):
— Toxoplasma maior causa de mortalidade.

* Encefalite, miocardite, linfoadenite, aborto e
morte.

Laboratério de Protozoologia
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e CepaTipoX = 72% infeccdes em lontras;
 Miller et al.(2008) — 2005 a 2008:
45 espécies de carnivoros terrestres;
1396 invertebrados (bivalves marinhos);

Cepa tipo X - mamiferos (felinos e canideos) da Costa da Baia de
Monterey, CA — bivalves marinhos.

Episddio de chuva no outono 2002 — bivalves marinhos (T.gondii) —
hospedeiros de transporte — lontras.

Laboratério de Protozoologia
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Formas de Disseminacao no Ambiente Marinho

* Massie et al. (2010)
* Transmissao de oocistos de Toxoplasma por ¥
peixes migratdrios (vetores):
* Anchova (Engraulis mordax)
» Sardinhas do Pacifico (Sardinops sagax)

— Exposicao experimental:
* PCR
e Bioensaio (infectividade)

menos 8hs apds exposicao;

Laboratério de Protozoologia
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Pesquisa de Toxoplasma em
Bivalves Marinhos de Santos, SP

* Esmerini et al. (2010):

— Ostras (Crassostrea rhizophorae) e mexilhdoes (Mytella guyanensis);

— Ostras (n=300) e mexilhdes (n=300) comercializadas no mercado de
peixe de Santos;

— Bioensaio em camundongos e métodos de deteccao molecular;
— Toxoplasma — ostras (3,3%)
* Ostras podem filtrar e reter os oocistos da agua do mar;

* Ingestao de ostra crua — fonte potencial de transmissao de
T.gondii.

Laboratério de Protozoologia
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Surtos de Transmissao Hidrica no Brasil

e 2001: Santa Isabel do Ivai, Parana (de Moura et al., 2006):

— 155 casos confirmados;
— Ingestao de agua nao filtrada do reservatorio municipal de agua;
— Amostra de agua: bioensaio e PCR;

* Resultado da investigacao:
— Reservatorio foi fechado e um novo reservatoério foi construido;

— Toxoplasmose felina endémica (Dubey et al., 2004):
» 58 gatos: 49/58 (84,4% ) de soropositividade;
* Bioensaio em gatos: isolamento de T.gondii;

 Cepas do tipo | e tipo Ill (12 descricdo de genotipagem em gatos
domeésticos).
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!‘M‘ lTil
Surtos de Transmissao Hidrica no Brasil

] FAE 3R
i ; s S
= o 3 Ze
s 4%
‘;; > » -

]10,01-0,74
™ 0,75-1,48
Bl 1,49-2,22

Concentragdo de casos na drea central abastecida
Bl 2,23-2,97

por um dos reservatdérios de dgua municipal.
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Surto de Toxoplasmose em Santa Maria - RS

Investigacao de surto de toxoplasmose em Santa Maria/RS, 2018

IV Simposio Brasileiro de Toxoplasmose - RBPT - Brasilia-DF, outubro de 2018

= |nicio: abril/2018
= Até o final de agosto:
* 1343 casos suspeitos:
- 748 confirmados para toxoplasmose aguda
- 32 casos apresentaram lesao oftalmoldgica
- 85 gestantes toxoplasmose aguda (3 6bitos fetais, 4 abortos) e
21 toxoplasmose congénita.
- Amostras de 09 placentas foram positivas na PCR e bioensaio
para T. gondii
- Deteccao do marcador CCp5A, encontrado em infeccao por
oocisto, em 78% das amostras testadas (28/36).
* Causa provavel do surto: ingestao de oocistos em agua.

Laboratério de Protozoologia
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ML
Surto de Toxoplasmose em Sao Paulo

COVISA - Coordenadoria de Vigilancia em Saude — Secretaria Municipal de Saude

* Inicio marco/19: notificacdo de 3 surtos de toxoplasmose na
cidade de Sao Paulo relacionados a restaurantes.

= Os surtos foram registrados em bairros diferentes da cidade de
Sao Paulo.

* Marco/abril: 45 casos confirmados

* Maio/19: 79 casos confirmados (infeccdo marco — abril)

* Causa provavel do surto nao foi identifica.

* Nao foram identificados oocistos ou cistos de T.gondii
nas amostras de alimentos analisadas.

Laboratério de Protozoologia

S &
B el (\) ]
N/

ik

: '. 25 AP
AT o
.v:“.f Q) (.';'5.:’, >



| .() p INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SAO PAULO

e M

TRANSMISSAO POR CISTOS
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CARNE como Fonte de Infeccao

Toxoplasma gondii em animais de producao:

Perdas econOmicas — aborto — ovelhas e cabras
(Buxton,1990; Dubey & Adams,1990);

Implicacao em Saude Publica — CARNE.

Nos EUA ¢é considerada uma das principais doencas
transmitidas por alimentos, atingindo o mesmo nivel da
Salmonelose e Campilobacteriose (Kijlstra & Jongert, 2008)

Cistos podem se desenvolver em 6-7 dias apos a infeccao do
hospedeiro intermediario (Dubey et al., 1998).

Cistos persistem por toda a vida do hospedeiro:
- Variacao no numero de cistos.

Laboratério de Protozoologia
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CARNE como Fonte de Infeccao

= pigs, sheep, goats
S E
; - free-ranging poultry, pigeons, farm deer,
e game animals (including hares and birds),
2 é domestic rabbits, dogs
[~ a5}
5 o horses, commercially raised poultry

7 2]

-:“.-. buffaloes, cattle

Fonte: Tenter et al., 2000
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Carne de animais de caca

European Food Safety Authority (EFSA, 2007):
* Cerca de metade dos animais de caca sao soropositivos para T.gondii;

* 13 a39,2% dos cervos cacados sao soropositivos (Vikoren et al., 2004;
Gaffuri et al., 2006; Gamarra et al., 2008);

* 8% a 38% dos javalis sao soropositivos (Antolova et al., 2007);
* 22% dos cangurus sao soropositivos:

- Os cangurus sao altamente suscetiveis a infeccao pelo T.gondii
(Canfield et al., 1990);

- Carne de canguru foi atribuida como a causa de surto de
toxoplasmose na Australia em 1994 (Robson et al., 1995).

Surto de toxoplasmose no Canada foi atribuido a ingestao de carne
crua de renas (McDonald et al., 1990).

Laboratério de Protozoologia
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Produtos Carneos

Presenca de cistos viaveis de T.gondii foram detectados em
linglUicas frescas de porco comercializadas em Londrina, PR
(Dias et al., 2005):

* 13/149 (8,7%): linguicas positivas (bioensaio);

* 36/47 (76,6%): amostras de soro de trabalhadores do Servico de
Inspecao Municipal de Londrina.
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Leite Ovino e Caprino

Consumo de leite cru e produtos lacteos foram descritos como fonte de
transmissao de surtos epidémicos no homem (Riemann et al., 1975; Sacks et
al., 1982; Skinner et al., 1990; Meerburg et al., 2006).

Italia: 3,4% de ovelhas eliminam T.gondii no leite (Fusco et al., 2007).
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'—T'

Inativagao de cistos de T.gondii

Cistos de T.gondii podem ser inativados por diferentes
pProcessos:

* Calor (67°C)

* Congelamento (-12°C)
* Irradiacao

* Alta pressao

* Acidificacao

* NaCl

O tratamento pelo calor é o método mais seguro (Kijlstra &
Jongert, 2008).
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PREVENCAO

@_,, | - Bvitar o consumo de carne crua ou mal
\

cozloa;

e

: - culdado a0 wanipular as fezes de gatos
(usar luvas);
(@) - Proteger os tanques de areia,
= ‘lavar as wdios antes ode wanipular os
S allmentos;
+ Flltrar a agua;

- Lavar mulito bem frutas e verduras.
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Vacinas para toxoplasmose

® Vacina ideal:
® Prevencao de toxoplasmose congénita;
® Prevengdo de cistos teciduais;

® Prevencao da eliminacdo de oocistos.

NAO HA VACINA PARA USO HUMANO

{toxovax’)
=
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0 Toxovax® (O’Connell et al., 1988):

0 Cepa 548;
Isolada de material de aborto de um cordeiro na Nova Zelandia;
Mantida em laboratdrio por sucessivas passagens em camundongos;

Taquizoitos ndo se diferenciam em bradizoitos (cepa incompleta);

Induz uma pequena infeccdo em ovelhas (14 dias) antes de ser eliminado
pelo sistema imune:

m N3o induz a formacao de cistos teciduais;

m N3o induz a producao de oocistos.
o Confere protecao da transmissao congénita em ovelhas;
o Reduz a formacao de cistos teciduais;

o Desvantagens: tempo de validade reduzido, dificuldade de armazenamento,
risco de infeccao do manipulador e dificuldade de producao em larga escala.
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Sarcocistose

Também conhecida como sarcosporidiose e
sarcosporidiase.

Conhecida ha mais de 150 anos como doenca
invasiva muscular.

Causada por um protozoario:
* Sarcocystis spp.
* Qocisto assemelha-se ao de

Cystoisospora.

* Qocistos sao eliminados esporulados nas fezes:

esporulacdo ocorre no epitélio intestinal do HD.

* Formas teciduais: lembram a
toxoplasmose.

- Maior tamanho do cisto de Toxoplasma

corresponde ao menor tamanho do cisto
de Sarcocystis (Tuon 2008) http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Sarcocystosis.htm
, :
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Etiologia

Doenca Muscular Doenca Intestinal
i | | 1

m Hospedeiro Intermediario Hospedeiro Definitivo
S. hominis , homem Primatas, incluindo

homem

S. suihominis Primatas, incluindo
homem

S.ovifelis Gato Ovelha

S.cruzi Boi, bufalo, bisao Cao

S. neurona Cavalo Gamba
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Epidemiologia

Casos humanos:
* Relato de casos ou série de casos.

Doenca cosmopolita, com a maioria dos casos restrita a areas tropicais e
subtropicais, sobretudo nos paises em desenvolvimento.

* Animais: relacionada com as condicdes de controle e manejo (bovinos e
suinos) — animais tém contato com oocistos.
* Homem: dificuldade de obtencao de dados epidemioldgicos:
— Método diagndstico para pesquisa de cistos: histopatologia.
— Nao é determinada a etiologia especifica do cisto.

Inquéritos soroldégicos demonstram que a sarcocistose € muito mais
prevalente do que se imagina:

* Sudeste Asiatico e na Malasia: 20% de prevaléncia (precariedade das
condicOes higiénicas e sanitarias).
Laboratério de Protozoologia

§h = g AT ’h}
':" & (9‘-:‘, P o T?“" # |‘ ‘\i'/l
i - 275 N



T() p INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SAO PAULO

Epidemiologia

Europa:
* Forma intestinal: 10% de prevaléncia (coproparasitolégico positivo).

Brasil:

* Pena et al. (2001): mostraram o alto grau de contaminacdao da carne
crua com cistos de Sarcocystis, utilizada no preparo de quibe em 25
restaurantes de comida arabe de Sao Paulo.

- Todas as amostras (n=50) foram positivas (microscopia optica e eletrénica);

- 7 voluntarios: 6 excretaram oocistos nas fezes.

Casos de sarcocistose muscular humana sao raros:
* Cistos medindo desde 57x45um até aqueles medindo 5,3cm x 322um:

- Musculatura esquelética, cardiaca ou da laringe.

Laboratério de Protozoologia
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Transmissao

Sarcocystis spp:
* Parasitos heteroxenos:

- Hospedeiro definitivo
- Hospedeiro intermedidrio

Oocistos no ambiente—>ingestdo pelo
- |D—>esporozoitos—>enterdcitos—> corrente

HI

sanguinea—>tecidos—>reprod.assexuada—> cistos

(sarcocistos) = FORMA MUSCULAR

Ingestdo de carne com  cistos
bradizoitos—=> D> reprod.sexuada —>oocistos
FORMA DIGESTIVA

9

..
P
Qovidpdx e Cysts with bradyzoities

Merozoltes penetrate ingested in undercooked meat

muscle cells, and e
develop into cysts =3 % N
with bradyzoites, A A \

Schnzoms rupture

refeasing merozoites,
( A "h‘
m .

o Sporocyst ruptures
. . releasing sporozoites
U 4 thatenter endothelial

cells of blood vessels
and undergo schizogony. E]
o a@
ingested
A\ = intective Stage by cows Sporocysts :g m.? -walled
A= Diagnostic Stage and pigs. oocysts passed in feces

VO Ve =3 Microgamete

{
o~ g @' gl o o /
v F f
Brad zodes e mﬂw:ﬂ: enhzalzon _. %@
reteased from 2
ruptured cyst l@‘@ @ Immature cocyst Exits host
o

Macrogamete
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Patogenia

Forma intestinal:

Homem é hospedeiro definitivo.

Ingestdao de carnes cruas ou malcozidas contendo sarcocistos.

Estagio sexuado do parasita (lamina prépria) = eliminacao do parasito nas fezes.
Periodo de eliminagao: 40 dias ou mais.

Longo periodo de eliminacao = propagacao da infecgcao = reinfecgdes humanas.
Processo inflamatério = diarréia (gastroenterite aguda).

Nauseas, vomitos, mal-estar, dor abdominal, diarréia discreta a moderada.

Forma muscular:

Homem é o hospedeiro intermediario.

Ingestdo de oocistos ou esporocistos = sarcocistos = processo inflamatério = dor
muscular.

Sarcocistos: musc.esquelética > musc. cardiaca > cérebro.
Mialgias, febre, fraqueza e disfuncao cardiaca em casos graves.
Varios casos assintomaticos = diagndstico de autdpsia.

Laboratério de Protozoologia
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Diagnaostico

Hemograma:
* Eosinofilia: discreta a moderada;

* Enzimas musculares: CPK e CK-MB = elevadas
- forma muscular.

Exame parasitologico de fezes:
* Técnicas de centrifugo-flutuacao.
- Oocistos (membrana delicada) e esporocitos.

* Exame deve ser feito apds 05 a 10 dias da
ingestdo do alimento suspeito (carne) =
periodo para eliminacdo de oocistos nas fezes.

* Exame seriado: pesquisa em mais de uma

amostra.
* Exame direto ndao pode identificar as espécies 400X
de S(Jrcocystis. http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Sarcocystosis.htm
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d
Diagnostico

Exame histopatoldgico:

* Coloracao de PAS: cistos de diversos tamanhos.

*  Microscopicos a formacdes com varios
centimetros de comprimento.

* Interior dos cistos: metrocitos redondos (nao
infectantes) = bradizoitos (infectantes).

Exame macroscopico:

* Estrias brancas correndo paralelamente as
fibras musculares.

* Cisto é envolvido por parede nitida.
Técnicas moleculares:

* ldentificacdo de espécies de Sarcocystis spp.
Estudos sorolégicos:

* Disponiveis para pesquisa, mas pouco
aplicados na rotina laboratorial convencional. ‘ ;
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Sarcocystosis.htm
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Profilaxia

Cozimento da carne com sarcocistos:

* 100°C por pelo menos 5 minutos;
Fervura da agua para eliminacao dos oocistos;
Cuidados basicos de higiene e limpeza dos alimentos;
Eliminacao de carcacas e visceras parasitadas (matadouros);

Europa: alguns paises eliminaram a sarcocistose suina pelos
cuidados higiénicos em suas criacoes.

Laboratério de Protozoologia
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