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- Parasitologia Contemporanea

O diagndstico parasitolégico consiste na identificagdo direta
do parasito em tecidos ou secre¢des de individuos infectados,
com ou sem o auxilio de métodos de concentragéo, isolamento
ou cultivo. Embora diversos métodos imunoldgicos e molecu-
lares permitam o diagnostico indireto de doengas parasitarias
por meio da detec¢do de produtos do parasito (antigenos ou
material nucleico) ou de respostas especificas do hospedeiro
(humorais ou celulares), a visualizagdo direta dos parasitos
permanece como recurso essencial para o diagnostico de
determinadas infec¢des. Descrevem-se neste capitulo os méto-
dos de diagndstico parasitologico mais comuns.

> Identificacao morfoldgica
de parasitos

Os parasitos sdo seres vivos que compdem um conjunto
taxonomicamente heterogéneo, definido segundo critérios
ecologicos. Suas dimensoes distribuem-se por varias ordens
de grandeza e, para sua identificacdo morfoldgica, sdo utiliza-
dos frequentemente instrumentos de ampliacdo dptica, como
as lupas comuns (aumento entre 2X e 5X) e as lupas conta
fios (aumento entre 10X e 25X), os microscépios estereosco-
picos (aumento maximo entre 30X e 50X) e os microscépios
bioldgicos (ou microscépios bacterioldgicos; aumento maximo
de 1.000X). Durante seu ciclo biologico, uma espécie de para-
sito pode ser albergada sucessivamente por hospedeiros inter-
medidrios de categorias taxonomicas diversas. No hospedeiro
definitivo, popula¢des de parasitos de determinadas espécies
podem migrar por diversos érgdos e tecidos, causando lesoes
durante o percurso. Em algumas situagdes, as formas diagnds-
ticas dos parasitos sdo pesquisadas em amostras de tecidos
através dos quais ocorre essa migra¢do; como exemplo, temos
o exame de fragmentos de mucosa retal para pesquisa de ovos
de Schistosoma mansoni.

O acesso aos parasitos contidos nas amostras destinadas
a exames parasitologicos, bem como a identificagao deles,
depende de estratégias para salientar as imagens dos mate-
riais particulados existentes. A colora¢do das amostras é a
estratégia mais comum utilizada com esse objetivo. Dentre
os corantes disponiveis, alguns tém afinidade especifica pelos
parasitos; outros, ao evidenciar caracteres diferenciais de para-
sitos, também facilitam sua identificagdo. Outra estratégia de
uso frequente depende do uso de filtros 6pticos coloridos e de
técnicas de iluminac¢éo especiais, como campo escuro e ilu-
minagao obliqua, para aumentar o contraste de imagens dos
parasitos e facilitar sua identificagdo morfoldgica. Com finali-
dade didatica ou de documentagio, podem se obter imagens
fotograficas e submeté-las a processamento computadorizado
para acentuar estruturas pouco evidentes.

Como regra geral, os laboratdrios recebem materiais biold-
gicos distintos, como amostras de sangue ou fezes, nos quais
deve ser feita a pesquisa de parasitos. O diagnoéstico laborato-
rial dependera do encontro de parasitos nas amostras exami-
nadas. Entretanto, os componentes da amostra provenientes
do hospedeiro (células, restos alimentares) poderao dificul-
tar ou mesmo impedir a identificacao desses parasitos. Esses
componentes constituem o ruido que dificulta a identificacdo
do sinal, representado pelos parasitos cuja evidenciagdo levard
a um diagnostico etiologico. As técnicas usadas para dar ao
exame parasitologico a confiabilidade necessaria devem ser
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projetadas para aumentar a relagdo sinal-ruido, reduzindo as
causas de interferéncia nas imagens dos parasitos.

» Exame parasitoldgico de fezes

> Coleta e conservagao de amostras

As amostras fecais destinadas a exame devem ser colhi-
das, sem contamina¢do com urina nem detritos do solo, em
recipientes limpos, de boca larga, sem vazamentos. Em geral,
nio devem ser aceitas para exame amostras colhidas até
1 semana depois da administragido de laxantes potentes. Em
raras situagdes, quando ha suspeita de amebiase, giardiase ou
estrongiloidiase, usam-se laxantes salinos (fosfato de sédio ou
sulfato de sddio). Inicialmente deve ser observada a consistén-
cia das fezes (Figura 16.1). As fezes formadas ndo devem ser
incubadas a 37°C nem congeladas.

As fezes humanas sdo compostas de dgua, muco, gorduras,
células intestinais descamadas, bactérias e restos de alimentos
de origem vegetal ou animal, entre outros. As bactérias consti-
tuem cerca de 30% do material particulado e sdo a causa prin-
cipal do aspecto turvo observado em suspensdes aquosas de
fezes humanas. Outras particulas sdlidas, de dimensoes diver-
sas, também dificultam a observa¢do dos parasitos nas fezes,
exceto quando o material é altamente diluido. Este é o caso do
chamado exame direto, aplicado principalmente a pesquisa de
trofozoitos vivos de protozodrios intestinais em fezes recém-
eliminadas.

O fato das amostras de fezes solidas permanecerem ade-
quadas para exames parasitoldgicos por tempo relativamente
longo, especialmente se mantidas sob refrigeracdo, torna, em
muitos casos, desnecessario o uso de preservadores. Quando a
refrigeragdo ndo é possivel, devem-se usar preservadores com-
pativeis com os métodos de exame a serem utilizados a seguir.

Formadas

Semiformadas

A

Pastosas

Liguidas

Figura 16.1 Classificacdo das amostras de fezes segundo sua consisténcia.
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Os preservadores mais usados sdo as solugdes de formaldeido
(formalina) — 5 a 10% -, preferencialmente tamponadas, de
mertiolato-iodo-formalina (MIF), de acetado de sddio-4cido
acético-formaldeido (SAF), alcool polivinilico (APV) ou o
fixador de Schaudinn. Obtém-se no comércio solucoes de
formaldeido (HCHO) - 37 a 40% -, que devem ser diluidas
com agua destilada ou solu¢io salina tamponada com fosfatos,
com pH em torno de 7,2. A formalina a 10% preserva diversos
elementos parasitarios, com exceg¢do dos trofozoitos, mas pode
alterar a flutuabilidade de cistos (Moitinho et al., 1999), afe-
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tando o exame da amostra com métodos de concentragido com
base em flutuagdo. O desenvolvimento embrionario de alguns
ovos, no entanto, nao é completamente inibido pela formalina
a 10%. Existem recipientes comercialmente disponiveis para a
coleta e preservagdo de fezes em formalina a 10%, bem como
seu processamento inicial (filtragdo) pelo laboratorista; entre
esses produtos, o dispositivo Coprotest® é amplamente utili-
zado no Brasil (Figura 16.2).

Nio existe um fixador polivalente, utilizavel com segu-
ranga para a preserva¢do de protozoarios (cistos e trofozoitos)

Extremidade removivel

Tampa afunilada

—— Filtro cbnico

Liquido preservativo

Coletor para volume
padronizado de amostra

B

Figura 16.2 A. Dispositivo para coleta, armazenamento e processamento inicial de amostras de fezes (Coprotest®) disponivel no mercado nacional. B. Procedimento para
arealizagao do exame: 1. Amostra de fezes obtida com o coletor, com volume padronizado; 2 e 3. Amostra misturada ao liquido preservativo; 4. Remogéao da extremidade
da tampa do tubo coletor; 5. Filtracao da suspensao de fezes para posterior sedimentagéo em tubo.
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e ovos de helmintos. O fixador de Schaudinn conserva ade-
quadamente trofozoitos e cistos de protozodrios em amostras
a serem submetidas a coloragdo permanente, com hematoxi-
lina férrica ou tricromico. Tem como principal desvantagem
ser preparado com cloreto de mercurio II (HgCl,), substancia
muito toxica, perigosa para o ambiente e de descarte dispen-
dioso. Atualmente, estdo sob investigacdo fixadores nos quais
foi suprimido o composto de merctrio, substituido por sais de
zinco, cobre e cobalto. Apesar desses graves inconvenientes,
o fixador de Schaudinn continua em uso em diversos labo-
ratdrios. Para seu preparo, obtém-se inicialmente uma solu-
¢80 aquosa saturada de cloreto de mercurio II, dissolvendo-se
completamente 70 g dessa substancia em 1 litro de dgua pre-
viamente aquecida até o ponto de ebuli¢do. Essa solucao deve
ser resfriada até a temperatura ambiente antes de ser usada,
e armazenada em frasco de vidro bem vedado. Preparam-se,
a seguir, 100 m/ de solugdo-estoque, acrescentando-se 20 m/
de etanol a 95% a 80 m/ de solu¢io de cloreto de mercurico.
A solugio fixadora é preparada imediatamente antes do uso,
acrescentando-se 3 m/ de acido acético glacial a 100 m/ de
solucdo-estoque.

O dlcool polivinilico (APV) é uma resina solivel em agua
que pode ser incorporada ao fixador de Schaudinn para a
obtencédo de preparagdes permanentes. Para 100 m/ de solu-
¢do fixadora, misturam-se 93,5 m/ da soluc¢do-estoque des-
crita anteriormente (solugdo de cloreto de mercurico com
etanol a 95%) com 5 m/ de acido acético glacial, 1,5 m/ de
glicerina e 5 g de APV em p6. Apo6s 2 dias de repouso, a solu-
¢do é aquecida lentamente até 75°C e agitada até a completa
homogeneizagio.

Até recentemente, utilizava-se com frequéncia a solugdo de
mertiolato-iodo-formaldeido (MIF) como preservador, asse-
gurando-se assim a fixacdo e colora¢do inicial das amostras
de fezes. Para o preparo de 500 m/ de solugdo preservadora
de mertiolato-formalina (MF), misturam-se 5 m/¢ de glice-
rina pura, 25 m/ de solugdo comercial de formaldeido a 40%
e 200 m/ de tintura de mertiolato 1:1.000 em 270 m/ de dgua
destilada. A tintura de mertiolato pode ser substituida por
igual volume de solugdo de mercurocromo a 0,2%. A solugdo
de iodo (solugdo de Lugol), que assegura a coloragdo da amos-
tra, é preparada dissolvendo-se inicialmente 10 g de iodeto
de potdssio em 100 m/ de agua destilada, acrescentando-se
lentamente a solu¢io, sob agitacdo, 5 g de cristais de iodo.
A solugdo de MIF ¢é preparada imediatamente antes do uso,
misturando-se 9,4 m/ da solu¢do de MF com 0,6 m/ da solu-
¢ao de Lugol. Sugere-se misturar de duas a trés partes de solu-
¢do MIF a uma parte de fezes frescas para o melhor resultado.
Compostos de mercurio - como o mertiolato e o mercuro-
cromo - contidos na composi¢do dessas solugdes sio um sério
obstaculo ao seu uso. Essas substincias sdo altamente toxicas
e ndo podem ser descartadas na rede publica de esgoto, exi-
gindo técnicas especiais de descarte. Por isso, o uso da solugdo
de MIF na rotina diagndstica moderna é cada vez mais raro e
ndo deve ser incentivado.

Para o preparo de 100 m/ de solugdo de acetato de sédio-
dcido acético-formaldeido (SAF), misturam-se 1,5 g de ace-
tato de sddio, 2 m/ de dcido acético glacial e 4 m/ de solugdo
comercial de formaldeido a 40% a 92 m/{ de agua destilada.
Sugere-se misturar trés partes de solu¢ao de SAF a uma parte
de fezes frescas para o melhor resultado. Embora seja um
excelente preservador, a solu¢do de SAF ndo tem proprieda-
des adesivas e requer o uso de albumina de Meyer para a
adesdo do esfregaco fecal a lamina de microscopia nas pre-
paragdes permanentes.
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Figura 16.3 Dispositivo para coleta e armazenamento de amostras de fezes (Co-
proseco®). A amostra de fezes é preservada em vapor de formaldeido, emitido pelo
paraformaldeido contido em um saché existente na tampa do recipiente. Deste mo-
do, a amostra de fezes nao ¢ diluida nem tem sua consisténcia alterada.

Uma desvantagem comum a todas as solug¢des preserva-
doras reside na diluicdio da amostra fecal a ser examinada.
As que estdo preservadas, portanto, ndo sio adequadas para
exame quantitativo pelo método de Kato-Katz e suas varian-
tes, que requerem amostra de consisténcia firme ou pastosa.
Existe no comércio, entretanto, um dispositivo para a coleta
e preservacdo inicial da amostra fecal, a seco, conhecido
como Coproseco® (Figura 16.3), que utiliza paraformaldeido
(formaldeido polimerizado sélido) como preservador, o qual é
colocado em um saché junto a tampa do dispositivo. Em tem-
peratura ambiente, o paraformaldeido despolimeriza-se len-
tamente, liberando gas de formaldeido. Deste modo, a amos-
tra a ser examinada ndo sofre diluicdo. Como a emissdo de
formaldeido é muito lenta, o paraformaldeido é muito menos
téxico do que as solugdes de formaldeido. O dispositivo asse-
gura a preservacdo de elementos parasitdrios presentes nas
amostras fecais (com excegdo de trofozoitos), a temperatura
ambiente, por até 30 dias.

> Estratégias de exame

O diagnéstico laboratorial das infecgdes por parasitos
intestinais depende do encontro de elementos parasitarios em
amostras de fezes examinadas ao microscdpio (tais como cis-
tos, trofozoitos, ovos e larvas) ou a olho nu (exemplares adul-
tos). A descricdo das estratégias de exame que se segue nio ¢
exaustiva, pois existe literatura nacional de excelente qualidade
com descri¢des pormenorizadas de cada método. Procura-se
aqui destacar o fundamento de cada procedimento e fornecer
algumas sugestdes praticas para seu aprimoramento.

Exame direto a fresco

O exame direto de uma pequena porg¢ao de fezes (cerca de
2 mg) recém-eliminadas colocada sobre uma lamina e emul-
sificada em solucdo salina, representa uma alternativa simples
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e rapida para a identifica¢do de trofozoitos moveis de amebas
e flagelados intestinais em amostras com consisténcia pastosa
ou liquida; tem baixa sensibilidade, entretanto, para a identifi-
cagdo de cistos de protozoarios e de ovos e larvas de helmintos.
Podem-se também empregar amostras preservadas, a custa da
perda da mobilidade dos trofozoitos. A coloragdo com solu-
¢do de Lugol (cujo preparo foi descrito anteriormente) faci-
lita a identificacdo de cistos de protozodrios, por permitir a
visualizagdo de seus nucleos e corar vacuolos de glicogénio
eventualmente presentes em seu interior.

Técnicas de concentragio

Métodos que exploram as propriedades fisicas dos elemen-
tos parasitdrios, como sua massa especifica e seu tamanho,
sa0 necessarios para separa-los das particulas interferentes na
amostra fecal e tornar a relagdo sinal-ruido mais favoravel ao
microscopista. A viscosidade das suspensdes fecais, por exem-
plo, é um dos fatores que determinam a velocidade de flutua-
¢do ou sedimentacio dos elementos parasitarios. As técnicas
de concentragio procuram separar os elementos parasitarios
dos demais interferentes nas fezes com o emprego de etapas
adicionais, como sedimentagdo, flutuagdo e centrifugacio. Em
geral, resultam em maior sensibilidade diagnodstica para o
encontro de cistos de protozoarios e de ovos de helmintos.

No Brasil, a técnica de concentra¢io mais frequentemente
empregada na rotina clinica é aquela descrita por Hoffman,
Pons e Janer, em 1934. Consiste na sedimentagéo, por a¢io da
gravidade, de uma suspensao de fezes (proporg¢do aproximada
de 2 g dissolvidos em 250 m/ de dgua). Para a retirada de parti-
culas interferentes grosseiras, as amostras de fezes passam por
peneiras de 80 a 100 malhas por cm?, facilmente encontradas
no comércio; podem-se também usar filtros descartaveis pro-
jetados com essa finalidade, conhecidos como Parasitofiltro®.
O uso de peneiras ou filtros substitui, com vantagem, a gaze
dobrada, de malha extremamente irregular, tradicionalmente
empregada neste processo. Entretanto, algumas peneiras dis-
poniveis no comércio tém malha muito irregular, permitindo
a passagem de particulas de grandes dimensdes.

A sedimentagdo é geralmente feita em vasos cdnicos de
125 ou 250 m/¢ de capacidade, originalmente projetados para
exame de urina. Entretanto, o processamento de menor volume
de amostra, em tubos de fundo cénico ou semiesférico, como
os tubos de ensaio comuns com capacidade de 15 m/, também
leva a resultados adequados. A sedimenta¢do em recipientes
grandes tende a produzir sedimentos excessivamente volu-
mosos. O exame de parte desse sedimento pode dar origem a
uma selecdo de parasitos de acordo com suas velocidades de
queda. Ao final de 10 a 30 min, a maioria dos ovos de helmin-
tos (com excec¢do daqueles de baixa massa especifica, como os
de ancilostomideos), estard no sedimento; em duas horas, a
maioria dos cistos de protozoarios terd sedimentado. O sedi-
mento é, entdo, recolhido com uma pipeta Pasteur e exami-
nado ao microscépio apds coloragdo com solugdo de Lugol.
Uma alternativa consiste em remover cuidadosamente 2/3 do
sobrenadante ao final de duas horas, completar o volume com
agua e realizar nova etapa de sedimenta¢do por 1 h, assegu-
rando um sedimento mais limpido. Sdo erros comuns prolon-
gar excessivamente o tempo de sedimentacdo das amostras ou
utilizar grandes quantidades de fezes para recuperar maior
quantidade de elementos parasitarios no sedimento. Embora
isto de fato ocorra, o sedimento passa a conter também grande
quantidade de elementos interferentes, tornando a relagdo
sinal-ruido desfavoravel ao microscopista. O método de sedi-
mentagdo por gravidade, inicialmente descrito para a detecgdo
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de ovos de Schistosoma mansoni nas fezes, permite o encontro
de outros elementos parasitarios, como cistos e oocistos de
protozoarios e ovos e larvas de diversos helmintos.

Outra técnica de concentragdo muito popular ¢é aquela des-
crita por Faust et al. em 1938. Este método consiste em algumas
etapas de centrifugacdo de uma suspensdo de fezes em agua
(proporgido de 1:10), seguida de ressuspensdo e centrifuga¢ao
do sedimento em uma solu¢io saturada de sulfato de zinco com
massa especifica de 1,18. No preparo de 1 ¢ de solugio de sul-
fato de zinco utilizam-se 330 g de cristais de sulfato de zinco
(ZnSO,) dissolvidos em 670 m/ de agua. A solugdo é filtrada e
tem sua massa especifica verificada com densitometro. Quando
se empregam amostras de fezes preservadas em solugio de for-
malina, sugere-se o emprego de solugao de sulfato de zinco com
massa especifica um pouco superior, em torno de 1,20.

Para a remogdo de detritos, a suspensdo de fezes deve ser
peneirada ou filtrada, sendo recolhido um volume aproximado
de 12 m/ em um tubo de ensaio comum, de fundo arredon-
dado, com 15 m/ de capacidade. Centrifuga-se a amostra por
45 a 60 segundos a 650 g, remove-se o sobrenadante e acres-
centam-se 2 a 3 m/ de agua ao sedimento, misturando-se bem,
completando-se o volume até 12 m/. Essas etapas de centrifuga-
¢do, decantagao e lavagem do sedimento sdo repetidas até que o
liquido sobrenadante esteja relativamente limpido. Decanta-se
o liquido sobrenadante da tltima lavagem e acrescentam-se 2 a
3 m/ de solugéo de sulfato de zinco, misturando-se bem. Apds a
homogeneizacio, acrescenta-se a solu¢ao de sulfato de zinco até
completar-se o volume de 12 a 14 m/ e centrifuga-se novamente
aamostra por 45 a 60 segundos a 650 g.

Ao final da ultima etapa de centrifugagio, os ovos de hel-
mintos e cistos de protozodrios tendem a se concentrar na
pelicula superficial do sobrenadante, devendo ser recolhidos
cuidadosamente com o uso de uma al¢a bacterioldgica (mui-
tas vezes referida como al¢a de platina) de 5a 7 mm de didme-
tro (Figura 16.4). As amostras assim obtidas sdo coradas com
solugdo de Lugol e examinadas ao microscépio.

Figura 16.4 Método de Faust et al.,, com base em centrifugo-flutuacao em sulfato de
zinco, para a concentragao de elementos parasitarios em amostras de fezes. A figura
ilustra as etapas finais do procedimento. Ao final de diversas etapas de centrifugagéo,
os ovos de helmintos e cistos de protozoarios concentram-se na pelicula superficial da
solugao de sulfato de zinco. A. Remocao da pelicula superficial com uma alga bacte-
riologica. B. Transferéncia da amostra para uma ldmina de microscopio, para posterior
exame, entre lamina e laminula, apds a coloracédo com a solucéo de Lugol.
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Os laboratdrios clinicos empregam ainda o método de flu-
tuagdo de Willis, inicialmente preconizado para a pesquisa
de ovos de ancilostomideos, e a técnica de concentragdo em
formol-éter descrita por Ritchie.

A técnica de Willis consiste em dissolver pequenas amos-
tras de fezes (cerca de 1 g) em solugio saturada de cloreto de
sodio (com massa especifica de 1,200) e transferi-la para um
recipiente de cerca de 3 cm de didmetro, com capacidade de
cerca de 20 m/, de modo que a superficie do liquido atinja a
borda do recipiente (Figura 16.5). Para a recuperagdo dos ovos,
mantém-se uma lamina de microscopia sobre a boca do reci-
piente por 5 a 20 min, em contato com o menisco do liquido,
levantando-a e invertendo-a rapidamente a seguir. A amostra
aderida a lamina, coberta com uma laminula, é examinada a
seguir, sem coloragdo. Este método ndo é recomendado para
a busca de cistos de protozodrios, larvas de helmintos, ovos
de Schistosoma mansoni nem ovos inférteis de Ascaris lumbri-
coides. A técnica de flutuagdo de Sheather, usada para a con-
centracdo de oocistos de coccidios intestinais, baseia-se em
principio semelhante, mas emprega uma solugio saturada de
sacarose.

O método de Ritchie baseia-se em centrifuga¢do para con-
centrar elementos parasitirios no sedimento. Embora seja
usado com frequéncia em diversos paises, tem o inconve-
niente de empregar o éter, substancia volatil e de acesso res-
trito. Para a remogao de detritos, a suspensdo de fezes (1a2 g
diluidas em 10 m/ de dgua ou solu¢do salina) passa inicial-
mente por uma peneira de 80 a 100 malhas por cm? ou por um
filtro descartavel, sendo recolhida em um tubo de centrifuga
de fundo conico com 15 m/ de capacidade. Seguem-se etapas
de centrifugacdo, decantacgdo e lavagem, idénticas as descritas
na técnica de Faust et al., até que o sobrenadante esteja relati-
vamente claro. Decanta-se o liquido sobrenadante da dltima
lavagem e acrescentam-se 1 a 2 m/ de solugdo tamponada de
formalina a 10%, misturando-se bem. Apds a homogeneiza-
¢do, acrescenta-se a solugdo de formalina até completar-se o
volume de 10 m/, deixa-se a suspensdo em repouso por 10 min
e adicionam-se 3 m/ de éter etilico (C,H,,0) (que pode ser
substituido por igual volume de acetato de etila, C;H;O,),
com agitagao vigorosa subsequente. Centrifuga-se novamente
aamostra por 60 segundos a 500 g. Ao final da ultima etapa de
centrifugac¢io, formam-se quatro camadas: (a) o sedimento no
fundo, contendo os elementos parasitarios; (b) uma camada de
formalina; (c) uma camada rica em detritos fecais; e (d) uma
camada de éter na superficie (Figura 16.6). As trés camadas
superiores sao decantadas e as paredes do tubo sdo limpas com

Solucéo concentrada de NaCl

Figura 16.5 Método de Willis et al., com base em flutuacdo em solucdo salina satura-
da, para a concentracao de elementos parasitarios em amostras de fezes. A pelicula
superficial da solugéo salina é cuidadosamente transferida para uma lamina de mi-
croscopia, para exame entre lamina e laminula, sem coloracéo.
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um swab de algodio tipo cotonete. O sedimento é recolhido e
examinado ao microscopio. Como o éter e o acetato de etila
sdo substancias toxicas e de uso restrito, a técnica tradicional
de Ritchie vem caindo em desuso nos laboratdrios clinicos de
referéncia.

Uma modificagdo simples da técnica de Ritchie consiste em
substituir o éter ou o acetato de etila por detergente comum,
de uso doméstico (Kightlinger e Kightlinger, 1990), ou por
surfactantes mais potentes, como o detergente Tween209®, de
uso corrente em laboratérios de rotina diagndstica e de pes-
quisa (Methanitikorn et al., 2003).

Técnicas de quantifica¢do de cargas parasitdrias

A quantifica¢do de cargas parasitarias é geralmente feita,
de modo indireto, por meio da contagens de ovos de helmin-
tos detectados em amostras fecais. Embora, na pratica clinica,
raramente sejam empregados métodos para a contagem de
cistos de protozodrios nas fezes, as estimativas indiretas de
carga parasitaria baseadas na eliminagao de cistos podem ser
uteis em certos contextos clinicos e epidemioldgicos. As téc-
nicas quantitativas baseiam-se em diferentes estratégias para
estimar a massa ou volume da amostra fecal a ser examinada,
bem como da contagem dos ovos nela encontrados. Os resul-
tados sdo geralmente expressos em niimero de ovos por grama
de fezes.

A técnica quantitativa de uso mais frequente em todo o
mundo ¢ a de Kato-Katz, que emprega uma pequena placa ou
cartdo perfurado para medir o volume da amostra a ser exa-
minada. O orificio da placa ou cartdo tem geralmente 6 mm de
didmetro (correspondendo a um volume de 41,7 mg de fezes).
Na técnica original de Kato-Katz, a amostra passa inicialmente
por uma tela de metal (60 a 80 malhas por cm?) ou de ndilon
(105 malhas por cm?), para a remogao de interferentes mais
grosseiros, sendo, a seguir, transferida para o orificio da placa
ou cartdo medidor. A amostra de fezes removida do orificio
(portanto, de volume conhecido) é comprimida entre uma
lamina de microscopia e uma laminula de celofane, previa-
mente embebida em uma solu¢éo de glicerina e verde mala-
quita, e examinada ao microscépio no periodo de 30 min a
2 h (Figura 16.7). Existem kits disponiveis no comércio (p. ex.,
Helm-TEC®) que contém todo o material necessario para a sua
execugdo. Todavia, ha dois procedimentos da técnica original
de Kato-Katz que podem ser omitidos sem qualquer prejuizo
na relacdo sinal-ruido para o microscopista: (a) a passagem
da amostra fecal por uma malha metdlica ou de nailon, para
a retirada de detritos e (b) o uso de verde malaquita para a
coloragdo de fundo da amostra, que é dispensavel quando o
microscopio esta adequadamente iluminado.

Na técnica de Kato-Katz, a amostra de fezes é diafanizada
em glicerina. Entretanto, uma solu¢do aquosa de sacarose a
85%, com indice de refragdo de 1,49, permite uma diafaniza-
¢d0 ainda mais eficiente (Ferreira, 2005). Um produto comer-
cialmente disponivel - Coprokit® —, pratico e de baixo custo,
contém todo o material necessario para a execugdo de uma
variante simplificada da técnica de Kato-Katz em que as amos-
tras, sem passar pela malha metalica, sio medidas em placas
descartéveis, diafanizadas eficientemente em solucdo de saca-
rose e examinadas sem colora¢do de fundo com verde mala-
quita (Figura 16.8). O método quantitativo pode ser ainda
mais simplificado dispensando-se o uso de uma placa perfu-
rada para estimar o volume da amostra a ser examinada, sem
perda de precisdo e exatiddo. Como o diametro do esfregaco
resultante da compressdo da amostra entre lamina e laminula
correlaciona-se muito bem com o volume de fezes empregado,
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Figura 16.6 Método de Ritchie, com base em centrifugo-sedimentacdo em solugdo de formalina-éter ou formalina-acetato de etila, para a concentracao de elementos
parasitarios em amostras de fezes. A figura ilustra as etapas finais do procedimento. A. Ao final da Ultima etapa de centrifugagéo, separam-se quatro camadas no tubo: (1)
sedimento que contém os elementos parasitarios; (2) solucao de formalina; (3) camada rica em detritos fecais; (4) solucéo de éter ou acetato de etila. B. As trés camadas
superiores sdo decantadas e as paredes do tubo sao limpas com um swab de algodao. C. O sedimento é removido com uma pipeta tipo Pasteur. D. O sedimento é colocado
sobre lamina de microscopia e examinado ao microscépio, entre lamina e laminula, corado com solugao de Lugol ou outros corantes.

B L

Figura 16.7 Método de Kato-Katz, com base em diafanizacao em glicerina de um
volume conhecido de amostra fecal, para a quantificacdo de cargas parasitérias. A
figura ilustra as principais etapas do procedimento. A. Medida do volume de fezes
a ser examinado com o uso de uma placa ou cartéo perfurado. O orificio do produ-
to disponivel no mercado nacional tem 6 mm de didmetro, correspondendo a um
volume de 41,7 mg de fezes. B. A amostra de fezes removida da placa medidora é
comprimida entre uma lamina de microscopia e uma laminula de celofane, previa-
mente embebida em solugéo de glicerina, e examinada ao microscdpio.

basta medir dois didmetros perpendiculares do esfregaco para
estimar o volume da amostra usando a equagdo y = ax’, em que
x é amédia aritmética os didmetros (em mm), y é o volume de
fezes (em mm?), a = 4,263 X 1073 e b = 2,980. As contagens
sd0 expressas em nimero de ovos por grama de fezes, pressu-
pondo-se que a massa especifica das fezes seja igual a 1 g/m/
(Ferreira et al., 1994; Telles et al., 2003).

O método de Kato-Katz e suas variantes permitem a
visualizacdo e contagem de ovos de helmintos, porém néo
de cistos de protozoarios. Além disso, nio podem ser usados
com fezes liquidas ou semiformadas nem com fezes mantidas
em solu¢des preservadoras. Para a conservagio de amostras
a serem submetidas a0 método de Kato-Katz, recomenda-se
a refrigeracdo a 4°C ou o uso do dispositivo Coproseco®
(Figura 16.3).

Outra alternativa comum para a contagem de elementos
parasitarios nas fezes foi descrita por Stoll. Consiste no uso de
um frasco de tipo Erlenmeyer em cujo gargalo estejam mar-
cados os niveis de liquido correspondentes a 56 m¢ e 60 m/
(Figura 16.9). O frasco é preenchido até a marca de 56 m/ com
uma solucdo decinormal de hidréxido de sédio (NaOH). A
solugio de hidréxido de sédio é preparada dissolvendo-se 4 g
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Figura 16.8 Exame de fezes quantitativo com o uso do dispositivo Coprokit®, disponivel no mercado nacional, baseado em diafanizacdo em sacarose de um volume co-
nhecido de amostra fecal. A. Medida do volume de fezes a ser examinado com o uso de uma placa medidora. B. Transferéncia da amostra para uma lamina de microscopia.
C. Acréscimo da solugéo diafanizadora (solugao aquosa de sacarose a 85%). D. Homogeneizagao da amostra com espatula. E. Sobreposicao de uma laminula de celofane

seca. F. Compresséo da amostra entre lamina e laminula para o preparo do esfregaco.

de NaOH em 1 ¢ de 4gua destilada. A amostra de fezes é acres-
centada a solucdo até que o liquido atinja a marca de 60 m/.
Apds homogeneizagao vigorosa da suspensao, facilitada pela
introdugao no frasco de algumas pérolas de vidro, exami-
nam-se ao microscépio 0,15 m¢ da suspensio, retirados com
pipeta graduada. Ao multiplicar-se por 100 o numero de ele-
mentos parasitarios encontrados nesse volume de suspensao,
obtém-se uma estimativa razoavelmente precisa do numero de
elementos parasitarios por grama de fezes.

O uso de fotometria foi sugerido por Beaver para estimar o
volume de amostra em preparagdo para o exame direto, per-
mitindo assim estimar a quantidade de elementos parasitarios
por massa de fezes analisada. Baseia-se no principio de que a
turbidez da amostra (causada essencialmente por bactérias e
outras particulas interferentes) é diretamente proporcional a

N 60 m/
N 56 m/

Figura 16.9 Frasco de Stoll para uso em exame de fezes quantitativo. O frasco é
preenchido até a marca de 56 m/ com uma solucao de NaOH; a seguir, acrescenta-se
a amostra fecal até que o liquido atinja a marca de 60 m/. Apds a homogeneizagao
vigorosa da suspensao, examina-se ao microscopio uma aliquota de 0,15 m/, retirada
com pipeta graduada.
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quantidade de fezes misturada a solugio salina. Com o uso de
suspensdes com volume conhecido de fezes, é possivel obter
uma equag¢do simples que descreve a relacdo entre a absor-
bancia da amostra, medida com um fotdmetro adaptado ao
microscopio (Ferreira e Carvalho, 1972), e o volume de fezes
presente no esfregaco. Essa equagdo é empregada para estimar
o volume de amostra nos exames subsequentes.

Pesquisa de larvas de helmintos nas fezes

Realiza-se a pesquisa de larvas de helmintos, especialmente
de ancilostomideos e Strongyloides stercoralis, em amostras
fecais frescas com a técnica descrita por Baermann, posterior-
mente simplificada por Rugai, Mattos e Brisola. A estratégia
consiste em atrair as larvas contidas na amostra fecal para o
fundo de um recipiente com dgua aquecida, valendo-se de seu
hidrotropismo e termotropismo. No método de Baermann, 8
a 10 g de fezes sdo colocados sobre um coador metalico ou de
plastico, protegidas por um retalho de gaze dobrada. Ao adap-
tar-se o coador a extremidade superior de um funil (didmetro
de 10 a 12 cm) contendo dgua aquecida a 40 a 42°C, a amos-
tra fica parcialmente submersa e as larvas existentes nas fezes
migram para o funil contendo 4gua aquecida, acumulando-se
em sua extremidade inferior (Figura 16.10). Ao finalde 1 a2 h,
3 a5 m/ do conteudo liquido da extremidade inferior do funil
sdo obtidos através de um tubo de borracha, abrindo-se uma
pinga que o obstrui. O material, colhido em um vidro de relé-
gio ou tubo cénico e corado com solu¢do de Lugol, é exami-
nado ao microscopio; pode ainda ser colhido em tubo conico
e centrifugado (500 g por 2 min), examinando-se o sedimento,
corado com solugdo de Lugol, em busca de larvas.

Na técnica de Rugai, Mattos e Brisola, utiliza-se um vaso
conico com capacidade de 125 m/ ou 250 m/. Nesse vaso,
insere-se um recipiente plastico ou metélico contendo as fezes,
com a abertura para baixo e em posi¢do levemente inclinada,
envolvido em gaze. Acrescenta-se ao vaso cOnico dgua aque-
cida a 40 a 42°C até a amostra ficar parcialmente submersa.
A amostra, retida pela gaze, entra em contato com a agua
aquecida sem misturar-se a ela (Figura 16.11). Ao final de 90 a
120 min, obtém-se uma amostra do sedimento (mantendo-se
preferencialmente o recipiente contendo a amostra no vaso
cbnico), que é examinada ao microscopio depois de corada
com solugao de Lugol.
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Peneira de arame ou
coador de plastico

Funil de vidro ou de plastico

Tubo de borracha

Pinga

Tubo coletor

Figura 16.10 Aparelho de Baermann para a pesquisa de larvas de helmintos em
amostras de fezes. As amostras de fezes sao colocadas sobre uma peneira ou coa-
dor, metalico ou de plastico, protegidas por um pedaco de gaze dobrada. O funil, de
vidro ou plastico, contém dgua aquecida entre 40 e 42°C, que estimula a migragéo
das larvas presentes na amostra. As larvas concentram-se na dgua acumulada na
extremidade inferior do aparelho. Uma aliquota desse material é removida para um
tubo, abrindo-se a pinga que obstrui o tubo de borracha e centrifugada. O sedimento
é examinado ao microscépio.

Nivel de agua

Figura 16.11 Método de Rugai e colaboradores para a pesquisa de larvas de helmin-
tos em amostras de fezes. O recipiente plastico ou metalico que contém as fezes é
envolvido em gaze e inserido, com a abertura para baixo e em posicao levemente
inclinada, em um vaso conico com capacidade de 125 m{ ou 250 m/. Acrescenta-
se a0 vaso conico dgua aquecida entre 40 e 42°C até a amostra ficar parcialmente
submersa. A amostra, retida pela gaze, entra em contato com a d4gua aquecida sem
misturar-se a ela. Obtém-se uma amostra do sedimento para exame ao microscopio
depois de corada com solucao de Lugol.
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Em amostras fecais humanas frescas, as larvas de nematé-
deos mais comumente encontradas sdo larvas rabditoides de
S. stercoralis. No entanto, amostras mantidas por alguns dias
a temperatura ambiente antes de examinadas podem também
conter larvas rabditoides de ancilostomideos, que eclodiram
a partir dos ovos presentes nas fezes. Por isso, a diferencia¢do
entre larvas de ancilostomideos e Strongyloides (Figura 16.12)
¢ essencial para o diagndstico. As caracteristicas morfologi-
cas mais uteis para diferenciar essas larvas sdo encontradas na
cavidade bucal e no primoérdio genital.

Pesquisa de ovos de Enterobius vermicularis

Os ovos de Enterobius vermicularis podem ser eventual-
mente encontrados em amostras fecais, mas a maioria deles
permanece aderida a mucosa e a pele da regido perianal. Por
isso, o diagnostico laboratorial da enterobiase ¢ feito com o
auxilio de uma fita adesiva de celofane, que é colocada em
contato com a regido perianal e transferida em seguida para
uma lamina de microscopio. Esta técnica de execu¢do sim-
ples, conhecida como swab anal, é descrita na Figura 16.13.

B cavidade

5—— Cavidade

bucal longa bucal curta
Primérdio
L genital
Primérdio proeminente
genital pouco
pronunciado

Figura 16.12 Caracteristicas morfoldgicas para a diferenciacao entre larvas rabdi-
toides de ancilostomideos, a esquerda, e de Strongyloides stercoralis, a direita (A).
Cépsula bucal curta (B) e o primérdio genital proeminente (B e C), apontados com
setas em larvas rabditoides de Strongyloides stercoralis. (Fotografias cedidas por
Claudio Santos Ferreira.)

7/8/2012 15:21:22



- Parasitologia Contemporanea

C

Figura 16.13 Técnica para a obtencao de ovos retidos na regido perianal. Uma fita
adesiva, com a face colante voltada para fora (A), é colocada em contato com a pele
da regido perianal, com o auxilio de uma espatula de madeira (B). A seguir, a fita
é transferida para uma lamina de microscopia, sendo pressionada contra ela com
o auxilio de um algodao ou gaze até ficar bem aderida (C) para posterior exame
microscépico.

Estima-se que trés swabs realizados pela manha, essencial-
mente antes do banho e em dias consecutivos, detectem cerca
de 90% das infecgbes por E. vermicularis, e que seis swabs
detectem virtualmente todas as infec¢des. Esta técnica é tam-
bém qtil para o diagndstico laboratorial da teniase.

Teste de eclosdo de miracidios e biopsia retal

Em geral, considera-se que o método mais sensivel para o
diagndstico parasitologico da esquistossomose é aquele conhe-
cido como teste de eclosdo de miracidios. Embora diversas
variantes sejam empregadas, seu principio é simples. Consiste
em estimular a eclosdo de miracidios viaveis de Schistosoma
mansoni contidos em ovos recém-eliminados, colocando-se a
amostra fecal em contato com solu¢io hipotonica, e em esti-
mular a sua migra¢do subsequente para a parte superior do
recipiente de exame, que é exposta a luz do sol ou a ilumi-
nagdo artificial. Sugere-se o uso de um frasco de Borrel com
tampa perfurada, atravessada por um tubo de vidro que tem
sua extremidade inferior ocluida por uma esponja plastica ou
outro material poroso, que permite a passagem de miracidios,
mas ndo dos detritos presentes na amostra de fezes. Os frascos
de Borrel sdo colocados em uma caixa de madeira, pintada de
preto, recobertos com uma tampa também preta, porém per-
furada, permitindo a saida do tubo de vidro. O equipamento
completo é mostrado na Figura 16.14.

O teste é feito com amostras frescas, que sdo lavadas em
agua (propor¢do de 10 g por 200 m/) até remover parte da
turbidez da suspensédo. Depois de sedimentadas e decantadas,
as amostras sdo ressuspendidas em 100 m/ de 4dgua e trans-
feridas para o frasco de Borrel. Tanto o frasco como o tubo
de vidro adaptado a sua tampa sdo preenchidos completa-
mente com agua, acrescentada cuidadosamente a partir de
sua extremidade superior. O contato com a agua estimula a
eclosdo dos miracidios e a exposi¢do do equipamento ao sol
estimula a migracdo dos miracidios para a parte superior do
tubo de vidro, no qual podem ser observados a olho nu ou
com o auxilio de uma lupa. Trata-se de método relativamente
laborioso para uso em larga escala, com sensibilidade superior
ao de Kato-Katz quando se utilizam amostras fecais de volume
comparavel. A combina¢ao de ambas as técnicas, no entanto,
resulta em melhor sensibilidade.

Em pacientes com infec¢éo cronica por S. mansoni, a eli-
minac¢ao de ovos pelas fezes pode reduzir-se em fun¢io de sua
reten¢do na mucosa do intestino grosso e reto. Nessa situagio,
somente uma pequena propor¢io de ovos é capaz de atraves-

Figura 16.14 Equipamento para a realizacdo do teste de eclosao de miracidios no diagnéstico da esquistossomose. O teste consiste em estimular a ecloséo de miracidios
viaveis de Schistosoma mansoni, presentes no interior de ovos recém-eliminados, colocando-se a amostra fecal em contato com solugao hipotonica, e em estimular a sua
migracao subsequente para a parte superior do recipiente de exame, que é exposta a luz do sol ou a iluminacéo artificial. Uma suspensao de fezes em dgua é transferida
para um frasco de Borrel. A tampa desse frasco, representada em cinza claro, é perfurada e atravessada por um tubo de vidro que tem sua extremidade inferior ocluida por
uma esponja plastica ou outro material poroso. Essa esponja permite a passagem de miracidios, mas nao dos detritos presentes na amostra de fezes. Os frascos de Borrel
sdo colocados em uma caixa de madeira, pintada de preto, recobertos com uma tampa também preta, porém perfurada, permitindo a saida do tubo de vidro. Sob estimulo
luminoso artificial, os miracidios migram para a extremidade superior do tubo de vidro, onde séo visiveis a olho nu ou com o auxilio de uma lupa de pequeno aumento.
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sar as extensas areas de fibrose na mucosa. Pode-se, portanto,
realizar uma biopsia retal para a identificagao dos ovos retidos
na mucosa nos casos em que os exames de fezes sdo repetida-
mente negativos.

Enteroteste ou teste do barbante

Podem-se pesquisar trofozoitos de Giardia em amostras
de suco duodenal, obtidas por meio de dispositivo disponivel
no comércio (Enterotest®), o qual consiste em uma cépsula
de gelatina, revestida de silicone, contendo um corddo em seu
interior com uma extremidade proximal livre e uma esfera de
metal, de cerca de 1 g de massa, em sua extremidade distal
(Figura 16.15). A capsula ingerida pelo paciente em jejum
degrada-se no intestino delgado, liberando o cordao de nailon
(que mede 140 cm na versdo para adultos e 90 cm na versiao
para criangas), que se estica no duodeno e permite a adesdo
dos trofozoitos. A extremidade proximal desse cordédo, que é
livre, ¢é fixada a face do paciente com fita adesiva. O corddo
¢ recuperado 4 h depois de ingerida a capsula, colocado em
solugdo salina, corado com solu¢ao de Lugol e examinado ao
microscopio. Os batimentos flagelares facilitam a detec¢do dos
parasitos.

> Coloragbes permanentes

Amostras de fezes sdo fixadas e submetidas a coloragdo per-
manente primariamente para o diagnéstico preciso de infecgao
com protozoarios intestinais. Embora a solu¢ao de Lugol seja
largamente empregada como corante na rotina clinica, ela ndo
revela pormenores morfologicos dos cistos e especialmente
dos trofozoitos de protozoarios que podem ser fundamentais
para a sua identificagdo. Os esfregacos a serem submetidos a
coloracdo permanente sdo geralmente fixados com fixador de
Schaudinn (produto altamente tdxico) e corados com tricrd-

O

Figura 16.15 Dispositivo disponivel no mercado internacional (Enterotest®) para a
realizacdo do teste do barbante, para pesquisa de trofozoitos de Giardia no duode-
no. O dispositivo consiste em uma capsula de gelatina contendo um corddo em seu
interior e uma esfera metélica (representada em banco) em sua extremidade distal.
Quando o paciente ingere a capsula, libera-se o corddo no limen do intestino delga-
do, que se estica sob o peso da esfera metalica. A extremidade proximal do cordéo
é fixada a face do paciente. O cordao é removido quatro horas depois de ingerido e
examinado ao microscépio, em solugao salina e corado com solugéo de Lugol.

Capitulo 16 | Diagndstico Parasitolégico

mico, hematoxilina férrica ou variagdes da técnica de Ziehl-
Neelsen ou Kinyoun.

O corante tricromico cora adequadamente os cistos da
maioria dos protozodrios presentes em amostras frescas fixa-
das em liquido de Schaudinn, com exce¢do de oocistos de
Cryptosporidium e Cyclospora. Existem diversas variantes da
técnica, mas o preparo do corante tricromico é relativamente
simples. Colocam-se em um béquer trés corantes disponiveis
comercialmente: 0,6 g de Chromotrope 2R, 0,14 g de Light
green SE, 0,15 g de Fast green FCE. Acrescentam-se 0,7 g de
acido fosfotiingstico (24WO;2H;P0,48H,0) e 1 m/ de acido
acético glacial (C,H,0,), agita-se a mistura vigorosamente.
Depois de 30 min de repouso, a mistura recebe 100 m/ de dgua
destilada, resultando em um corante de cor purpura escura,
pronto para uso.

O esfregaco de fezes, preparado em uma lamina de micros-
copia (Figura 16.16), ¢ fixado em liquido de Schaudinn (por
5 min a 50°C ou 1 h a temperatura ambiente) e imerso em
alcool etilico a 70% iodado por um minuto, seguida de alcool
etilico a 70% néao iodado, também por 1 min. Para preparar
a solucdo de acido etilico iodado, basta acrescentar 2 m/ de
tintura de iodo a 2% (equivalente a 5 mg de cristais de iodo)
a 98 m/ de alcool etilico a 70%. A seguir, o esfregaco é imerso
em corante tricromico, por 2 a 8 min. Segue-se uma imersao
rapida (5 a 10 segundos) em alcool-acido, duas imersdes rapi-
das em alcool etilico a 95% e uma imersao rapida em alcool
etilico absoluto. Finalmente, a preparagdo ¢ imersa em xilol (1
a3 min) e montada com resina sintética. Para preparar 100 m/
de soluc¢io de dlcool-acido, misturam-se 4,5 m/ de acido acé-
tico glacial a 995,5 m/ de acido etilico a 95%.

Com o corante tricromico, o citoplasma dos trofozoitos
cora-se em azul, verde ou purpura, enquanto a cromatina
nuclear (de trofozoitos e cistos), os corpos cromatoides, os eri-
trocitos e as bactérias coram-se em vermelho. Os esporos de
microsporideos podem ser corados em rosa ou vermelho com
algumas variantes dessa técnica.

A coloragdo pela hematoxilina férrica é adequada para
amostras frescas, em fixador de Schaudinn ou conservadas em
MIF e outros preservadores. A técnica original é complexa,
mas pode ser simplificada sem nenhuma perda de qualidade
da coloragao. Descreve-se aqui uma técnica regressiva, em
que os esfregacos sdo inicialmente corados excessivamente,
sendo o excesso do corante removido nas etapas seguintes
(Ferreira, 2003). O esfregago de fezes é preparado em lamina
(Figura 16.16) ou laminula, que devera estar presa a um
pequeno pedaco de borracha para facilitar as manipulagdes

Figura 16.16 Técnica para o preparo de esfregaco fecal, em lamina de microscopia,
para posterior fixacdo e coloracdo permanente.
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Figura 16.17 Dispositivo para prender a laminula por uma de suas bordas, para a
coloragéo permanente de amostras de fezes pela hematoxilina férrica.

subsequentes (Figura 16.17). Quando preparado com fezes
frescas, o esfregaco deve ser fixado com solugdo de formalina
a 10% ou metanol. Depois de fixadas, as laminas sdo lavadas
em agua (2 a 3 trocas, 1 a 10 min) e imersas em solu¢do mor-
dente (solu¢do aquosa de alimen de ferro a 2%) por 3 min. A
seguir, sdo lavadas em agua (3 a 4 trocas) para retirar o excesso
de solu¢do mordente e coradas por 2 a 10 min em uma solugédo
aquosa (0,25%) de hematoxilina. O excesso de corante é remo-
vido com trés lavagens com agua. A diferenciacgéo ¢ feita com
uma imersdo rapida (1 a 3 segundos) em solugdo mordente.
Seguem-se 3 a 5 lavagens em 4agua, de 3 a 5 min cada, para
remover residuos de alimen de ferro e assegurar a estabili-
dade da coloragdo. A amostra seca é montada e examinada ao
microscopio.

Para obter 100 m/ de solugdo de alimen de ferro (solu-
¢do mordente), dissolvem-se 2 g de sulfato férrico-amonico
(FeNH,[SO,],.12H,0) em cerca de 100 m/ de agua destilada.
Essa solucdo deve ser preparada imediatamente antes do uso.
A solugdo de estoque de hematoxilina é preparada com 0,25 g
de cristais de hematoxilina (C,,H,,O4) bem dissolvidos em
10 m/ de etanol a 95%. Para que a solu¢éo de hematoxilina seja
oxidada (“amadurecida”), sugere-se que ela seja exposta ao sol
por varias semanas; entretanto, basta acrescentar algumas
gotas de perdxido de hidrogénio (dgua oxigenada) a solugdo
para oxida-la em poucos segundos. Para o preparo da solucgdo
de uso (hematoxilina oxidada a 0,25%), completa-se o volume,
com 4gua destilada, para 100 m/. A hematoxilina férrica cora
as estruturas nucleares, os corpos cromatoides, as bactérias e
os eritrocitos em azul escuro, cinza ou preto, dependendo do
protocolo de coloragéo utilizado.

A pesquisa de oocistos de Cryptosporidium e Cyclospora
nas fezes é geralmente feita em amostras frescas, que podem
ser previamente submetidas a uma técnica de concentragio,
como aquela descrita por Ritchie. As amostras sio coradas com
variagdes da técnica de Ziehl-Neelsen ou Kinyoun. Oocistos de
Isospora podem também ser corados com esses métodos, que
se baseiam no fato de que os oocistos desses protozodrios séo
alcool-acidorresistentes, retendo o corante (fucsina) que lhes
confere coloragdo avermelhada ou résea. Como alternativa,
podem-se empregar como corantes, para o diagndstico dessas
infecgdes, a safranina-azul de metileno e a auramina.

O corante de Kinyoun ¢ preparado em trés etapas.
Primeiro, dissolvem-se 4 g de fucsina bésica (CoHN;) em
20 m/ de alcool etilico a 95%. A seguir, dissolvem-se 8 g de
fenol (C4H¢O) fundido a 44°C em 100 m/ de agua destilada.
Finalmente, misturam-se as duas solugdes, obtendo-se 120 m/
de corante, estavel por cerca de 1 ano. O esfregaco de fezes a
ser corado é preparado em lamina (Figura 16.16), fixado com
metanol, e as [Aminas sdo imersas em solu¢do corante por 3
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a 5 min e rapidamente lavadas em solu¢ao aquosa de alcool
etilico a 50% (3 a 5 segundos) e, a seguir, em agua corrente.
A diferencia¢io é feita com uma imersio (2 min) em solugédo
aquosa de dcido sulftrico a 1% (v/v), seguida de lavagem com
agua. Finalmente, faz-se a colora¢do de fundo com solugédo
alcodlica de azul de metileno a 0,3% por um minuto, seguida
de lavagem em 4gua corrente. A amostra seca é montada e exa-
minada ao microscdpio. Para preparar 100 m/¢ de solugdo de
azul de metileno dissolvem-se 0,3 g de azul de metileno em
p6 em 30 m/ de dlcool etilico a 95% e 100 m/ de solu¢do de
hidréxido de potassio (KOH) a 0,001%.

A solugiao de fenol, substincia volatil e muito tdxica, pode
ser substituida por outro agente lipofilico, como um deter-
gente. Com essa finalidade, emprega-se o detergente liquido
LOC High Suds®, de uso doméstico, produzido pela Amway
(Ellis e Zabrowarny, 1993). A solugdo de detergente, a ser
utilizada no lugar da solugdo de fenol, é preparada dissol-
vendo-se 0,6 m¢ de LOC High Suds® em 100 m/ de agua
destilada. Existem produtos disponiveis no comércio, para
coloragao de amostras bioldgicas, que incorporam esse deter-
gente no lugar de fenol. Outros detergentes liquidos orga-
nicos podem ser utilizados no lugar do LOC High Suds®,
mas é preciso testa-los previamente antes de incorpora-los
na rotina. Entretanto, a despeito de suas vantagens eviden-
tes, o uso de detergentes no método de Kinyoun e similares
ainda é relativamente raro na rotina diagndstica parasitolo-
gica (Clarke e McIntyre, 1996).

> Microscopia de fluorescéncia

Os oocistos de Cyclospora cayetanensis e Isospora belli sao
autofluorescentes e podem ser visualizados em preparagoes a
fresco, sem coloragdo, examinadas com microscdpio de epi-
iluminagdo com fonte de luz ultravioleta (330 a 380 nm). O
emprego de corantes fluorescentes, como o Calcofluor White
M2R (comercialmente disponivel), permite a visualizagdo de
esporos de microsporideos sob microscopia de fluorescéncia.

» Exame de amostras sanguineas

Alguns parasitos podem ter seus estagios evolutivos sangui-
neos detectados pelo exame de amostras frescas de sangue,
sem coloracio; no entanto, a identificagdo correta da maioria
dos parasitos encontrados no sangue exige o uso de métodos
de coloracio e, eventualmente, de concentragdo. Basicamente,
as amostras sanguineas podem ser dispostas em laminas de
microscopia de dois modos: em esfregacos sanguineos delga-
dos ou espessos, as chamadas gotas espessas. Para a confec-
¢do de esfregacos sanguineos e de gotas espessas para exame
microscopico, o uso de anticoagulantes nido ¢ recomendado,
por sua possivel interferéncia na morfologia dos parasitos e
no processo de coloragdo. Em geral, usa-se uma pequena
amostra de sangue obtida por puncdo digital com lanceta
estéril, embora outros sitios (a sola do pé de crian¢as peque-
nas e o lébulo da orelha) também possam ser puncionados.
Entretanto, a maioria das técnicas de concentragdo requer a
coleta de amostras de sangue venoso com anticoagulantes,
preferencialmente EDTA.

Para o diagnostico de filariose linfatica, colhe-se a amostra
de sangue capilar ou venoso entre as 22 h e as 4 h da manha,
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devido a maior circulagdo de microfilarias no sangue perifé-
rico nesse periodo. Quando ndo ¢ possivel a coleta nesse inter-
valo, pode-se estimular a liberacdo de microfilarias no sangue
periférico com a administragdo de uma dose oral unica de
dietilcarbamazina (2 a 8 mg/kg de peso). Neste caso, a pungdo
deve ser realizada 30 a 60 min depois de administrar o medi-
camento. Nao se aplica esta estratégia nas dreas em que a fila-
riose linfatica coexiste com a oncocercose; a morte de micro-
filarias de Onchocerca volvulus pode produzir intensa resposta
inflamatdria no hospedeiro.

> Exame de gota espessa e
esfregaco sanquineo delgado

A gota espessa (Figura 16.18) é a melhor alternativa
para deteccdo dos parasitos da maldria, sendo conside-
rada padrdo-ouro para o diagnéstico da doenga. E também
empregada para encontrar microfilarias de Wuchereria ban-
crofti ou Brugia malayi e de tripomastigotas sanguineos de
Trypanosoma cruzi durante a fase aguda da infecgdo chaga-
sica. Essa técnica baseia-se no exame de grande volume de
sangue concentrado em uma area relativamente pequena da
lamina, aumentando a probabilidade de detecgdo do para-
sito em um nimero reduzido de campos microscdpicos. Para
sua preparagdo, a amostra de sangue (geralmente 3 a 5 /)
¢ colocada sobre uma lamina e, entdo, espalhada de modo
a formar uma mancha circular ou quadrangular de aproxi-
madamente 1 cm de didmetro ou largura. E preconizada a
lise dos eritrécitos, com a remogao da hemoglobina liberada
(segundo a técnica descrita por Walker, amplamente empre-
gada no Brasil) antes da amostra entrar em contato com o
corante (Giemsa, Leishman ou Field; em geral ndo se reco-
menda o uso do corante de Wright). Isso garante que a luz
do microscopio atravesse a amostra sem sofrer absor¢do ou
difracao pela hemoglobina, contudo, para os protozoarios
intracelulares, a lise das hemadcias distorce as formas eritro-
citdrias dos parasitos, o que pode comprometer sua correta
identificagdo principalmente quando as ldminas forem exa-
minadas por microscopistas sem treinamento adequado.
Outros fatores que podem interferir no resultado do exame
sdo: a habilidade técnica no preparo da lamina, seu manuseio
e coloragdo; a qualidade 6tica e a iluminagao do microscopio;
e o nivel de parasitemia. Para a pesquisa de microfilarias no
sangue, geralmente examinam-se gotas espessas substancial-
mente maiores, contendo entre 20 e 60 ./ de sangue, que sdo
desemoglobinizadas, coradas com Giemsa ou outros coran-
tes e examinadas ao microscopio.
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Segundo o método de Walker, as gotas espessas, depois de
secas, devem ser inicialmente desemoglobinizadas por meio
de uma imersdo rdpida (2 s) em uma solu¢do hipotonica de
azul de metileno. Para preparar essa solu¢do, misturam-se
1 g de azul de metileno, 1 g de fosfato de potassio monoba-
sico anidro (KH,PO,) e 3 g de fosfato de sddio dibésico di-
hidratado (Na,HPO,-2H,0) em 250 m/ de agua destilada.
A seguir, a amostra ¢ enxaguada em tampdo fosfato e corada
com Giemsa. A solu¢do corante é preparada imediatamente
antes do uso e colocada em uma placa concava ou em qual-
quer outro recipiente raso para coloragdo. A ldmina é corada
por 10 min, em posi¢do invertida (com o esfregaco voltado
para baixo), permitindo que precipitados do corante escorram
pela lamina sem prejudicarem a coloragdo. Ap6s uma lava-
gem rapida em tampdo fosfato, a amostra seca a temperatura
ambiente e é examinada ao microscopio.

Para preparar 1 / de tampao fosfato adicionam-se a este
volume de agua destilada 0,4 g de fostato de sddio monobasico
anidro e 0,6 g de fosfato de sodio dibasico di-hidratado. Para
preparar a solucio alcodlica de estoque de Giemsa, mistu-
ram-se em frasco contendo pérolas de vidro 0,75 g de Giemsa
em p6 em 35 m/{ de glicerol e 65 m/ de metanol. Depois de
adequada homogeneizagio, a solugio ¢é filtrada em papel-fil-
tro e mantida em frasco conta-gotas de cor 4&mbar. A solugédo
corante é preparada no momento de uso, observando-se a pro-
porgao de uma gota de soluc¢ao alcoolica de Giemsa por m/ de
tampao fosfato.

O esfregago sanguineo delgado (Figura 16.19) permite a
avaliagdo de caracteristicas morfologicas dos parasitos, espe-
cialmente dos plasmddios, e de pardmetros essenciais para a
sua identificacdo, como a precisa localizagido dos parasitos (se
intracelular ou extracelular), o didmetro das hemadcias infec-
tadas e ndo infectadas e a existéncia de granulos parasitérios.
Em seu preparo, utilizam-se 1 a 2 ¢ de sangue, que ¢ esten-
dido sobre a lamina com o auxilio de uma segunda lamina de
microscopia. O objetivo é que o sangue se espalhe de maneira
a ndo haver sobreposi¢cdo de hemadcias. Depois de fixados, os
esfregagos sdo corados com os mesmos corantes utilizados
para as gotas espessas e examinados ao microscopio de luz
com objetiva de imersdo. Recomenda-se que a coloragdo das
laminas seja realizada até 72 h do seu preparo. Por empregar
volume reduzido de sangue distendido em uma tnica camada,
essa técnica apresenta como limitagdo fundamental a necessi-
dade de andlise de um grande nimero de campos microscopi-
cos, especialmente em condi¢des de baixas parasitemias.

A coloragéo de esfregacos sanguineos com laranja de acri-
dina, um corante fluorescente, proporciona uma alternativa
para a pesquisa de plasmédios (Figura 16.20), tripanossomos

B

Figura 16.18 Técnica para o preparo de uma gota espessa, em lamina de microscopia, para posterior coloracao e pesquisa de hemoparasitos. A. Algumas gotas de sangue,
geralmente obtidas de puncéo da polpa digital, sdo transferidas para uma lamina de microscopia. B. A amostra de sangue (3 a 5 /) é espalhada sobre a lamina, formando

uma mancha circular ou quadrangular de cerca de 1 cm de didmetro ou largura.
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Figura 16.19 Técnica para o preparo de um esfregaco delgado, em Iamina de microscopia, para posterior coloracdo e pesquisa de hemoparasitos. 1. Duas gotas de sangue,
geralmente obtidas de puncao da polpa digital, sdo transferidas para uma lamina de microscopia. 2 a 4. A amostra de sangue (1 a 2 () é estendida sobre a lamina, com
o auxilio de uma segunda lamina, formando um esfregaco delgado. A parte inferior da figura mostra alguns problemas técnicos frequentemente observados durante o

preparo de esfregacos sanguineos: A. esfregago excessivamente espesso;

B. esfregaco preparado com sangue parcialmente coagulado; C. estiramento inadequado da

amostra ou volume de amostra muito pequeno; D. amostra oleosa; E. esfregaco tecnicamente adequado.

e microfilarias no sangue (Kawamoto et al., 1999). A solu-
¢do-estoque de laranja de acridina (10 mg/m/) é preparada
dissolvendo-se 1 g do corante em 100 m¢ de solugdo salina
tamponada, com pH entre 7,0 e 7,5. Para evitar contaminagio,
pode-se acrescentar azoteto de sddio (NaNj;), em concentra-
¢do final (peso/volume) de 0,5 a 1,0%. A solugdo de trabalho
(100 mg/m/), usada para corar esfregagos sanguineos fixados
com metanol, é 100 vezes mais diluida; bastam duas gotas por
esfregaco para obter-se uma coloragio adequada em menos de
um minuto, com os ntcleos amarelos ou verde-claros e o cito-
plasma alaranjado. A prepara¢do é examinada entre lamina e
laminula, com objetiva de 40X, em microscopio de fluores-
céncia equipado com filtros-barreira adequados.

» Técnicas de concentragao de sangue

Diversas estratégias de concentragdo de parasitos em amos-
tras sanguineas foram descritas para aumentar a eficiéncia
diagndstica dos exames de sangue. Entre elas, destacam-se a
técnica de centrifugacdo em tubo de micro-hematdcrito e a
técnica de Strout, para detectar tripomastigotas de T. cruzi, e a

técnica de Knott e de filtragdo em membrana, para o diagnos-
tico da filariose linfatica.

Micro-hematacrito

Recomenda-se o emprego de centrifugacio de amostras
sanguineas em tubo capilar para aumentar a sensibilidade
do exame microscopico para a detecgdo de alguns parasitos
sanguineos, especialmente (mas nio exclusivamente) de tri-
pomastigotas de T. cruzi. Consiste em coletar a amostra de
sangue capilar ou venoso em um tubo de micro-hematdcrito,
seguindo-se sua centrifuga¢ao em baixa rotagdo (160 g). Os
tripomastigotas presentes na amostra sdo concentrados na
interface entre o plasma e os eritrdcitos, acima do creme leuco-
citario. O movimento caracteristico do flagelo pode ser obser-
vado em lupa entomolégica. O tubo de micro-hematécrito
também pode ser quebrado ao nivel do creme leucocitério,
apos a centrifugacdo, sendo o material dessa regido colocado
entre lamina e laminula para exame ao microscopio, a fresco
ou apds coloragdo com Giemsa.

A centrifugacio de volumes maiores de sangue (em torno de
10 m/), colhido com anticoagulante, pode ser empregada nao

b’ 4
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Figura 16.20 Esfregacos sanguineos corados com laranja de acridina. A. Observam-se duas hemacias parasitadas por trofozoitos. B. Uma hemacia parasitada com es-
quizonte de Plasmodium malariae. Para comparagao, a fotografia C foi obtida do mesmo campo microscopico, depois de coloracao da amostra com Giemsa. (Fotografias

cedidas por Fumihiko Kawamoto.)
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somente para a concentragdo de tripanossomos sanguineos,
mas também para a pesquisa de taquizoitos de Toxoplasma
gondii em recém-nascidos infectados, em que a probabilidade
de encontro de parasitos no sangue nao é desprezivel.

Técnica de Strout

A técnica de Strout apresenta boa sensibilidade para o
encontro de tripomastigotas sanguineos de T. cruzi. Consiste
na coleta de sangue sem uso de anticoagulante. Assim, a
medida que o codgulo é formado, os tripanossomos concen-
tram-se no soro que ¢, entdo, coletado e centrifugado a uma
baixa rotagdo (160 g) para permitir a remocao de eritrocitos
e outras células sanguineas remanescentes. Apds nova centri-
fugacdo em alta rotagdo (600 g) o sedimento é analisado ao
microscopio, a fresco ou apds coloracdo com Giemsa, para
detecgdo dos parasitos. O soro suspeito pode ainda ser inocu-
lado em animais de laboratério.

Técnica de Knott

O método de Knott é indicado para detectar microfildrias
no sangue, especialmente quando se suspeita de baixa parasi-
temia. Consiste em diluir 5 m/ de sangue venoso em 50 m/ de
solugdo de formalina a 2%, seguindo-se a sua centrifugacdo
a 400 g. O sedimento deve ser utilizado para preparacao de
gotas espessas, que podem ser examinadas a fresco ou depois
de coradas pelo Giemsa. Sua sensibilidade para o diagndstico
da filariose linfatica é geralmente menor que a da gota espessa
convencional e da técnica de filtragdio em membranas.

Filtra¢do do sangue em membranas

A filtragdo em membranas de policarbonato (Nuclepore®
ou Millipore®) oferece uma alternativa para a analise de um
volume relativamente grande de sangue (até 10 m/), aumen-
tando, portanto, as chances de detec¢do de microfilarias na
amostra. Apds a coleta, o sangue ¢ diluido com cloreto de
sédio 0,85% ou em solugdo-tampao fosfatada e filtrado em
membrana com poros de 3 a 5 pm, com 13 mm ou 25 mm
de didmetro, montada em um suporte adequado e acoplada
a uma seringa (Figura 16.21). A seguir, o filtro ¢é lavado em
solugdo salina, que passa através da seringa. O filtro é remo-
vido do suporte e as microfilarias retidas podem ser observa-
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das ao microscdpio. Por ser transparente quando molhada, a
membrana pode ser colocada sobre uma lamina e examinada
imediatamente ao microscopio ou corada pelo Giemsa ou com
hematoxilina depois de fixada com metanol por 2 min. Essa
técnica demonstra uma boa sensibilidade quando comparada
aos esfregacos, mas seu custo é relativamente alto.

» Diagnostico de infecgoes por
protozoarios cavitarios

» Amebiase intestinal

O diagnostico laboratorial da amebiase intestinal (infec-
¢do por Entamoeba histolytical Entamoeba dispar) baseia-se
no encontro de cistos ou trofozoitos em amostras de fezes
examinadas ao microscopio. Os trofozoitos encontram-se ao
exame direto, a fresco, de amostras de fezes diarreicas recém-
eliminadas, ou ainda do exsudato mucossanguinolento que
recobre as ulceragdes mucosas, em amostras obtidas durante
a retossigmoidoscopia. Nestes casos de doenca invasiva, o
encontro de trofozoitos nas fezes determina o diagndstico de
infecgdo por Entamoeba histolytica. Esses trofozoitos frequen-
temente apresentam hemdcias semidigeridas em seu interior.
Quando sao encontrados somente cistos nas fezes de indivi-
duos assintomaticos ou com diarreia, as amostras devem ser
referidas como positivas para E. histolytica/E. dispar, pois o
exame microscopico da amostra ndo permite a distin¢io entre
essas duas espécies.

Morfologicamente indistinguiveis, os trofozoitos de E. his-
tolytica e de E. dispar sao pleomorficos, de tamanho entre 10
e 60 mm (média de 25 mm), com movimentagdo por pseudd-
podes, tipo lobdpodes, contendo um nucleo com cariossoma
central e cromatina periférica delicada. As formas invasivas
sao grandes e, em geral, tém hemacias no citoplasma. Os pré-
cistos sdo intermedidrios entre trofozoitos e cistos, com um
ntcleo. Os cistos sao esféricos ou ovais, com tamanho de 10
a 20 mm (média de 12 mm) e parede cistica rigida, podendo

Figura 16.21 Técnica de filtragdo em membrana para a pesquisa de microfilarias no sangue. A. O sangue diluido em solugéo salina é aspirado, passando por uma mem-
brana com poros de 3 a 5 wm montado em um suporte acoplado a seringa. B. A seguir, a membrana é lavada pela aspiragao de solucao salina. Depois de lavado, o filtro é

removido do suporte e examinado ao microscépio.
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conter entre um e quatro nucleos. Os cistos imaturos, isto é,
aqueles com um ou dois nucleos, apresentam estrutura cilin-
drica conhecida como corpo cromatoide, constituida por ribos-
somos, com formato semelhante ao de um charuto.

No exame direto de amostras de fezes frescas, os cistos
sdo geralmente corados com solugdo de Lugol, mas a colora-
¢do com hematoxilina férrica ou tricromico permite melhor
visualizagdo das estruturas internas dos cistos e trofozoitos.
As técnicas de concentragdo sdo amplamente recomendadas
para aumentar a sensibilidade diagnoéstica. Os métodos imu-
noldgicos e moleculares para a diferencia¢ao de cistos de E.
histolytica e E. dispar ainda nao sdo de uso corrente nos labo-
ratdrios clinicos do Brasil.

O diagnostico de abscesso amebiano pode ser relativamente
dificil, e depende em grande parte de dados clinicos e epide-
miolégicos. O exame parasitologico nao tem utilidade nesse
contexto. Exames de imagem, como a ultrassonografia ou a
tomografia computadorizada, permitem a identificagdo de
abscessos hepéticos. Em geral, ndo se recomenda a pun¢ao dos
abscessos amebianos, com finalidade diagndstica ou terapéu-
tica, diante do risco de contamina¢io bacteriana secundaria.
Os testes soroldgicos sdo positivos para anticorpos na maioria
dos individuos com amebiase intestinal invasiva e abscesso
amebiano, mas em dreas endémicas muitos individuos sauda-
veis podem apresentar anticorpos detectdveis meramente em
funcéo de infec¢des prévias.

> Giardiase

O diagndstico laboratorial da giardiase é geralmente feito
pelo exame microscopico de amostras de fezes. Devido ao
batimento flagelar, os trofozoitos sdo facilmente observados
ao exame direto de amostras de fezes diarreicas recém-elimi-
nadas ou em amostras de suco duodenal obtido com o teste
do corddo. Amostras preservadas geralmente sdo coradas com
tricromico ou hematoxilina férrica para melhor visualiza¢ao
da estrutura interna dos parasitos. Os cistos sdo pesquisa-
dos em amostras submetidas a técnicas de concentra¢io, sob
coloragdo com solucao de Lugol, tricromico ou hematoxilina
férrica. Devem-se examinar pelo menos trés amostras fecais,
colhidas em dias alternados, antes de se considerar o resultado
negativo, pois os cistos de Giardia duodenalis (G. lamblia e G.
intestinalis sdo igualmente aceitos para designar a espécie) sao
eliminados nas fezes de modo intermitente. Podem-se tam-
bém pesquisar trofozoitos de G. duodenalis em amostras de
suco duodenal, obtidas por meio do enteroteste.

Os trofozoitos de G. duodenalis medem de 10 a 20 mm e
sdo piriformes, com simetria bilateral. Tém quatro pares de
flagelos, dois nucleos, dois axonemas (feixes de fibras longitu-
dinais) e dois corpos parabasais em forma de virgulas, de fun-
¢do desconhecida. Na superficie ventral ha um disco adesivo
ou suctorial, principal responsavel pela fixagdo do protozoario
as células epiteliais do intestino. Os cistos sdo ovalados ou elip-
soides e medem cerca de 12 mm; tém as mesmas estruturas
internas dos trofozoitos, porém duplicadas.

> Infecg6es por protozoarios
intestinais emergentes

Sao considerados emergentes os protozoarios que foram
recentemente reconhecidos como patogénicos para o homem,
com incidéncia crescente em anos recentes. Alguns deles assu-
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miram grande importancia por causarem infec¢des oportu-
nistas graves em individuos imunodeprimidos, muitas vezes
levando a morte. Outros afetam também pessoas imunocom-
petentes, mas sdo considerados emergentes por adquirirem
novas propriedades de viruléncia em seus hospedeiros habi-
tuais. Descreve-se aqui o diagnéstico laboratorial de infec¢des
pelos coccideos intestinais Cryptosporidium parvum ou C.
hominis, Cyclospora cayetanensis e Isospora belli e pelas espé-
cies genericamente conhecidas como microsporideos, atual-
mente classificadas entre os fungos.

A morfologia dos oocistos dos coccideos intestinais é des-
crita no Capitulo 7. Os oocistos esporulados (infectantes) de
Cryptosporidium sao esféricos, medem de 2 a 4 mm e contém
quatro esporozoitos nus (sem esporoblasto ou esporocisto). A
diferenciac¢do entre C. parvum e C. hominis ndo pode ser feita
exclusivamente com critérios morfologicos. Os oocistos apre-
sentam parede rigida ou delgada, e sdo eliminados nas fezes
ja esporulados. Os oocistos de C. cayetanensis sao esféricos,
medem de 8 a 10 mm e sdo eliminados nas fezes nio esporula-
dos, mas depois de 5 a 11 dias passam a apresentar dois espo-
rocistos contendo dois esporozoitos cada um. Os oocistos de
L belli sao ovalados e medem 20 a 33 mm por 10 a 19 mm, em
média 25 mm apos a esporulagdo, quando contém dois espo-
rocistos, cada um com quatro esporozoitos. Nas fezes encon-
tram-se geralmente oocistos ndo esporulados, que requerem
24 a 48 h no meio exterior para adquirirem carater infectante.

Oocistos de Cryptosporidium, C. cayetanensis e 1. belli sio
encontrados em amostras fecais submetidas a técnicas de con-
centracdo, como flutuagdo ou sedimentagdo. A visualizagdo
pode ser feita a fresco, com microscopia dtica convencional
com pouca iluminag¢do, com microscopia de contraste de fase
ou com microscopia de fluorescéncia (explorando a autofluo-
rescéncia dos oocistos de C. cayetanensis e I. belli), ou ainda
com o material fixado e corado permanentemente pelas téc-
nicas de Ziehl-Neelsen modificada, Kinyoun, safranina-azul
de metileno, auramina e similares. A coloragdo por hema-
toxilina férrica permite a adequada visualizagdo de oocistos
de Cryptosporidium (Ferreira et al., 2001) e possivelmente de
outroscoccidiosintestinais, masé poucoempregadaatualmente
com esta finalidade. E importante medir o diAmetro dos oocis-
tos para a diferenciagdo entre Cryptosporidium e Cyclospora,
especialmente quando suas estruturas internas (esporocistos e
esporozoitos) sdo dificeis de serem visualizadas.

Os microsporideos sdo microrganismos intracelulares obri-
gatorios originalmente classificados no filo Microspora, mas
hoje sdo considerados mais préximos aos fungos. Podem
ser encontrados no intestino delgado, no trato respiratério,
bem como na cérnea, nos musculos e na placenta. As espé-
cies encontradas em seres humanos sio Enterocytozoon bie-
neusi, Encephalitozoon intestinalis (chamada anteriormente de
Septata intestinalis), Encephalitozoon hellem, Encephalitozoon
cuniculi, Nosema connori, Nosema oculorum, Nosema-simile
sp, Vittaforma cornea, Pleistophora sp, Trachipleistophora
hominis, Trachipleistophora anthropophthera, Thelohania-
simile sp e Brachiola vesicularum. Seu ciclo vital é relativa-
mente simples e, apds a transmissdo, decorre um periodo de
germinagdo dos esporos, via extrusdo do filamento polar, que
se exterioriza e inocula o contetido do esporo - esporoplasma
— dentro da célula hospedeira. Intracelularmente, tem inicio
uma fase proliferativa, de esquizogonia ou merogonia, seguida
pela diferenciagdo dos esporos, a esporogonia. Os esporos sao
liberados nas fezes, na urina ou nas secre¢des respiratorias.

Os esporos, descritos no Capitulo 7, sdo ovais ou pirifor-
mes, medem de 2 a 7 por 1,5 a 5 mm. Os estagios proliferativos
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podem ser arredondados e ligeiramente maiores. O filamento
polar constitui-se de um tubo espiralado ancorado em um disco
e encontra-se no esporo maduro, a estrutura que caracteriza
um microsporideo. As pequenas dimensdes dos esporos difi-
cultam o diagnostico, mas a coloragdo das amostras de fezes,
urina e secre¢des respiratdrias com tricromico, modificagdes
do Chromotrope de Weber e fluorocromos (Calcofluor White
M2R, Uvitex 2B) possibilitam sua identifica¢io.

» Tricomoniase

A tricomoniase, causada pelo protozodrio flagelado Tricho-
monas vaginalis, ¢ uma das doencas sexualmente transmis-
siveis (DST) ndo virais de maior prevaléncia no mundo. A
infec¢do ¢ frequente em mulheres, chegando a 180 milhdes de
casos sintomdticos em todo o mundo. A maioria dos homens
acometidos é assintomatica e seu diagnéstico laboratorial é
mais dificil, limitando o valor das estimativas de prevaléncia
disponiveis. As técnicas mais utilizadas para o diagndstico
laboratorial sdo o exame direto a fresco de esfregacos de secre-
¢do vaginal e a cultura in vitro.

Os esfregacos sdo preparados com amostras de secre¢do vagi-
nal coletadas com o auxilio de pipetas. O material, misturado
em solucéo salina, ¢ examinado a fresco ao microscopio, entre
lamina e laminula. As tricomonas sdo detectadas pela movi-
mentagdo dos seus flagelos e membrana ondulante até 24 h
apos a coleta. Com sensibilidade de até 82%, o exame direto
¢ a técnica de escolha para diagnoéstico de rotina. Algumas
vezes, 0s parasitos sdo percebidos no exame de Papanicolaou
destinado a analise citoldgica, mas essa colora¢do nao deve ser
empregada para diagnostico de rotina da tricomoniase por
apresentar sensibilidade e especificidade inferiores as obtidas
com o exame direto (Wendel e Workowski, 2007). No homem,
a demonstra¢do do parasito nio é tarefa simples. Embora a
procura do parasito deva ser realizada em tipos variados de
amostras (secre¢do uretral e prostatica e sedimento urindrio),
o0 sémen fresco é a amostra de obten¢do mais pratica e rapida
para analise.

O cultivo in vitro é indicado para situagdes em que o redu-
zido parasitismo dificulta a detecgdo dos flagelados no exame
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a fresco da amostra suspeita. A cultura é 20 a 30% mais sen-
sivel que o exame microscdpico convencional sendo consi-
derada o padrdo-ouro para diagndstico da infecgao. Um dos
meios frequentemente utilizados para a cultura das trico-
monas ¢ o de Diamond modificado (MDM), mas o meio de
Kupferberg também ¢ 1til. Caso a semeadura em meio de cul-
tura ndo possa ser realizada dentro de 20 a 30 min da coleta,
recomenda-se a dilui¢do da amostra em solugdo de Ringer, na
qual as tricomonas permanecem vivas por até 24 h. Quando
semeados adequadamente, os parasitos crescem rapidamente
in vitro, devendo a cultura ser examinada diariamente ao
microscopio invertido. O resultado somente devera ser consi-
derado negativo depois da analise didria do material cultivado
por pelo menos 4 dias. Com amostras provenientes de homens
recomenda-se o acompanhamento da cultura por pelo menos
10 dias. Apesar de sua excelente sensibilidade (86 a 97%), a
cultura é uma técnica relativamente cara.

Um método alternativo e conveniente para a detec¢do dos
parasitos nas amostras suspeitas é o do envelope plastico (Beal
et al., 1992). Cada envelope contém meio liquido adequado
para o acondicionamento do material coletado permitindo
simultaneamente o exame direto da amostra ao microscopio e
sua cultura (Figura 16.22). Disponivel comercialmente com o
nome de InPouchTV®, esse sistema é recomendado principal-
mente quando o material necessita ser transportado. Sua sen-
sibilidade (em torno de 97%) é comparavel aquela observada
nas culturas com meio MDM.

» Diagnostico de infecgoes por
protozoarios teciduais

> Infecges por flagelados teciduais

Os flagelados encontrados no sangue e outros tecidos
humanos pertencem aos géneros Trypanosoma e Leishmania
(Figura 16.23). No Brasil, sdo agentes etiologicos de doen-

A B

C

Figura 16.22 Técnica do envelope plastico, com o uso de dispositivo disponivel no mercado nacional (InPouchTV®), para o diagnéstico da tricomoniase. A. A amostra de
secrecao vaginal ou uretral ou de sedimento urinario é misturada ao meio de cultura no compartimento superior do envelope e incubada durante 30 min a 37°C. Ao final
desse periodo, uma aliquota da suspenséo é examinada ao microscépio. B. Depois do exame microscépico direto de uma aliquota do material, o restante da suspenséo é
pressionado para a parte inferior do envelope, que contém meio seletivo inibitorio para o crescimento de bactérias e fungos, e a abertura superior do envelope é selada.
C. Depois de 24 h de incubagao a 37°C em posicéo vertical, uma armagao de plastico é colocada na parte inferior do envelope para facilitar seu exame sobre a platina do

microscopio.
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Célula hospedeira

Epimastigota

Tripomastigota Promastigota

Figura 16.23 Caracteristicas morfoldgicas dos principais estagios evolutivos de Trypanosoma cruzi e das leishménias.

¢as de grande impacto em saude publica, como a doenca de
Chagas, a leishmaniose tegumentar americana e a leishma-
niose visceral.

Doen¢a de Chagas

A doenga de Chagas, causada pelo protozodrio flagelado
T. cruzi, é encontrada em diversos paises da América Latina,
incluindo o Brasil, onde vivem cerca de 16 milhdes de porta-
dores de infec¢ao chagasica. O diagnostico parasitologico da
doenga ¢ fortemente influenciado pelo estagio da infecgdo. Os
melhores resultados sdo obtidos durante a fase aguda, quando
o numero de parasitos circulantes é elevado. Os métodos mais
utilizados compreendem o exame microscépico de amostras de
sangue capilar ou venoso, a fresco ou coradas, o exame de amos-
tras de sangue centrifugado (micro-hematocrito), além das téc-
nicas que envolvem multiplica¢ido prévia dos parasitos, como o
xenodiagnostico e a cultura in vitro (Teixeira et al., 2006).

Os tripomastigotas, particularmente abundantes durante a
fase aguda da infec¢do, podem ser encontrados em amostras de
sangue examinadas a fresco ou apos fixacdo e coloragdo. Nos
casos de suspeita de infec¢do congénita, recomenda-se anali-
sar o sangue do corddo umbilical além do sangue periférico do
recém-nascido. A coleta sanguinea deve ser feita com uso de
anticoagulantes para a visualizagdo dos parasitos em amostras
a fresco, em que os batimentos caracteristicos do flagelo des-
pertam a atencdo do microscopista. A amostra é examinada
entre lamina e laminula ao microscdpio de luz, com objetiva
de 40X. Uma vez detectado o parasito, recomenda-se o pre-
paro de esfregaco sanguineo, para avaliagio das suas caracte-
risticas morfoldgicas. O exame de gota espessa, que resulta na
andlise de um volume relativamente grande de sangue em um
nimero reduzido de campos microscdpicos, eleva a possibili-
dade de detecgdo do parasito. O micro-hematdcrito e a técnica
de Strout podem ser utilizados para aumentar a sensibilidade
do exame microscopico.

O xenodiagnéstico é indicado quando ndo se consegue
demonstrar a presenga do parasito pelas técnicas anterior-

mente descritas, o que ocorre especialmente na fase cro-
nica da infecgdo. Essa técnica consiste em colocar ninfas do
quinto estagio de triatomineos criados em laboratorio a par-
tir de ovos (geralmente Triatoma infestans ou Dipetalogaster
maximus), portanto livres de qualquer infec¢do, para reali-
zar repasto sanguineo diretamente sobre a pele do paciente
supostamente infectado ou em sistema de alimentagao artifi-
cial contendo sangue suspeito. Habitualmente, sdo utilizadas
entre 5 e 10 ninfas mantidas em jejum por 3 a 4 semanas; o
repasto deve ser realizado por pelo menos 30 min, geralmente
na regido do antebraco. Uma vez infectados, os insetos pas-
sam a eliminar parasitos nas fezes (tripomastigotas metacicli-
cos). A analise do contetuido intestinal é realizada em 30, 60 e
120 dias apos repasto sanguineo no caso de infec¢des crd-
nicas e entre o sétimo e décimo dia nos casos supostamente
agudos. A coleta das fezes deve ser realizada por meio da
dissecagdo ou da compressiao do abdome do triatomineo em
um recipiente contendo solu¢éo salina. O material deve ser
examinado entre ldimina e laminula ao microscépio (obje-
tiva de 40X) para detecgdo do batimento flagelar do parasito.
Recomenda-se o uso de azul de metileno para corar os esta-
gios evolutivos do parasito, sem afetar seu batimento flagelar
(Ferreira et al., 2006). Uma camada bem delgada de azul de
metileno colocada sobre a parte central da lamina limpa (por
meio da evaporagido de solu¢do diluida do corante) é usada
para corar as preparagdes a fresco. A sensibilidade dessa téc-
nica pode chegar a quase 100% na fase aguda de infecgao,
mas reduz-se drasticamente na fase cronica, mantendo-se
entre 13 e 16%. Sua maijor desvantagem é o tempo necessario
para a obtencdo dos resultados.

Quando a doenca de Chagas nio é revelada por meio dos
exames sanguineos tradicionais e o xenodiagnoéstico ndo é uma
técnica acessivel, a cultura in vitro representa uma alternativa
para a demonstracgdo direta de T. cruzi. A técnica é potencial-
mente aplicavel tanto na fase aguda como na fase crénica da
infecgdo. Para sua realizagdo, é recomendada a utiliza¢ao de
sedimento leucocitdrio correspondente a, pelo menos, 30 m/
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de sangue venoso. Depois de semeado sobre meio proprio
(geralmente dgar-sangue ou LIT [liver infusion triptose]), o
crescimento do parasito em cultura mantida a 28°C é moni-
torado apds 30, 45, 60 e 90 dias. O exame microscopico pode
ser feito a fresco ou com colorac¢io vital (azul de metileno),
buscando-se observar o batimento flagelar dos epimastigo-
tas. A sensibilidade das culturas in vitro tende a ser superior
a verificada para o xenodiagndstico (22 a 79%) quando ¢é uti-
lizado um volume substancial de sangue venoso (pelo menos
30 m/). Na fase cronica de infeccdo podem-se associar as
duas técnicas.

A inoculagao da amostra suspeita (sangue, soro ou creme
leucocitario) em animais de laboratdrio representa uma alter-
nativa adicional para o diagndstico da infecgdo. Nesse caso, sdo
utilizados preferencialmente camundongos isogénicos jovens
(BALB/c ou C57Bl/10), que sdo muito suscetiveis a infec¢do.
Sua maior limitacao ¢ o tempo necessario para a obtengdo dos
resultados.

Leishmanioses

As leishmanioses apresentam ampla distribui¢do geogra-
fica, que abrange 88 paises localizados nos continentes ame-
ricano, africano, europeu e asiatico. Estima-se em 12 milhdes
o numero de portadores da forma tegumentar ou visceral
da doenga e em 350 milhdes o total de pessoas sob risco de
infecgéo.

A demonstragdo do parasito é essencial para a confirmagio
da suspeita clinica. As técnicas parasitoldgicas destinadas ao
diagndstico da infec¢do baseiam-se na confec¢do de esfrega-
¢os, bem como na cultura in vitro e inocula¢io em animais de
laboratorio (Herwaldt, 1999).

Na leishmaniose tegumentar, pesquisa-se a forma amasti-
gota do parasito em lesdes ulceradas e ndo ulceradas da pele e
mucosas. Os esfregacos sdo realizados com amostras obtidas
por meio de puncéo aspirativa ou raspagem da borda interna
das lesdes. O material proveniente de biopsias da borda da
lesdo é utilizado para a confec¢ao de laminas por aposicdo
(imprints) e exames histopatoldgicos; os fragmentos de tecido
obtidos devem representar diferentes partes da lesdo e atingir
aepiderme e a derme. Apds a fixagdo com metanol e coloragdo
com Giemsa ou Leishman, a amostra é analisada a0 microscé-
pio dptico com objetiva de imersdo. Os amastigotas podem ser
observados dentro de macroéfagos ou livres, caso tenha ocor-
rido o rompimento da célula hospedeira. Na fase inicial de
infec¢do, os amastigotas sdo detectados na maioria dos casos.
No entanto, na lesdo cutinea de longa evolugio, a visualizagdo
do parasito pode ser comprometida por sua relativa escassez;
somente 20% dos exames microscopicos sdo positivos para
lesdes com mais de 1 ano de evolugdo. De maneira geral, os
parasitos também sdo raros em lesdes mucosas, sendo mais
facil sua detec¢do na fase inicial da infecgdo, antes da ulce-
racdo da lesdo. Portanto, em lesdes mucosas, recomenda-se o
exame de pelo menos trés amostras antes de o resultado ser
dado como negativo.

O diagnostico parasitoldgico da leishmaniose visceral é
realizado por meio de pun¢do aspirativa da medula dssea
ou bago e pungdo-biopsia do figado. A amostra resultante
de puncio aspirativa ou preparada por aposicao de biopsia
¢ fixada com metanol e corada com Giemsa ou Leishman
para exame microscopico com objetiva de imersdo. O aspi-
rado esplénico fornece os melhores resultados (cerca de
90% de positividade) quando comparado ao aspirado de
medula dssea (positividade de 80%). Contudo, devido ao
risco de sangramento e ruptura do érgio durante a pungao,
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recomenda-se a realizacio de aspirados de medula dssea
provenientes da regido esternal e crista iliaca, para a obten-
¢do de amostra diagndstica no ambiente extra-hospitalar.
A biopsia de figado resulta em boa sensibilidade (cerca de
90% de positividade), mas apresenta risco semelhante ao da
puncéo esplénica.

Durante a fase inicial da leishmaniose visceral, as formas
amastigotas do parasito podem ser detectadas no sangue peri-
férico. Neste caso, a procura deve ser feita no creme leucoci-
tario obtido apds a centrifugacido de amostras de sangue peri-
férico. Os parasitos sdo visualizados no interior dos leucdcitos
ou fora deles, caso as células tenham se rompido durante o
preparo do esfregago. Contudo, o sangue néo deve ser o mate-
rial de escolha para diagnostico da infec¢ao devido a elevada
probabilidade de resultados falso-negativos.

Além da reduzida sensibilidade em condi¢bes de baixa
carga parasitaria (p. ex., em lesdes cutidneas ou mucosas de
evolucdo prolongada), o exame microscopico tem outra limi-
tagdo importante: ndo permite diferenciar com seguranca as
espécies de leishménias. A cultura in vitro do parasito, no
entanto, oferece uma alternativa para contornar essas limi-
tagdes (Singh, 2006). Para sua realiza¢do, o material prove-
niente de puncio, aspiragdo ou biopsia de lesdes e 6rgdos
deve ser distribuido em recipientes contendo meio de cul-
tura apropriado para o crescimento dos parasitos e incubado
entre 24 e 26°C. Existem varios meios, sélidos ou liquidos,
disponiveis para cultura de leishménias, dentre os quais
pode-se citar o meio de McNeal, Novy e Nicolle (NNN), o
M199, o meio de Schneider e o liver infusion triptose (LIT). A
eficiéncia da cultura pode depender sensivelmente do meio
escolhido. Por exemplo, Leishmania braziliensis multiplica-se
eficientemente no meio de Schneider enquanto Leishmania
amazonensis propaga-se bem em LIT.

Normalmente, o movimento flagelar das promastigo-
tas comeca a ser observado na cultura entre o 52 e o 152 dia,
dependendo da carga parasitaria inoculada. Contudo, é funda-
mental o monitoramento da cultura por pelo menos 30 dias. A
sensibilidade da técnica é de cerca de 80%, mas pode aumen-
tar consideravelmente caso cuidados prévios de assepsia e
esterilidade sejam considerados. Nas culturas de lesdes muco-
sas ha grande probabilidade de contaminagdo por fungos e
bactérias havendo, portanto, necessidade de descontaminagéo
prévia do material. A maior limitacdo desta técnica é o tempo
necessario para a obtengdo do resultado. A determinagao da
espécie de leishmania isolada de cultivo é feita com técnicas
imunoldgicas (tipagem com anticorpos monoclonais), bioqui-
micas (eletroforese de isoenzimas) ou moleculares (PCR com
oligonucleotidios iniciadores espécie-especificos), mas esses
métodos ndo estdo disponiveis na maioria dos laboratérios de
rotina no Brasil.

Outra alternativa diagndstica consiste na inoculagdo de
amostras clinicas em hamsters (Mesocricetus auratus), devido
a elevada suscetibilidade desses animais a infec¢ao. O in6culo
¢ realizado por via intraperitoneal, no caso de suspeita de
leishmaniose visceral, ou nas patas posteriores e focinho, no
caso de suspeita de leishmaniose tegumentar. As lesdes cuta-
neas ou cutaneomucosas podem se iniciar até 1 ano apds o
indculo, tendo evolugdo mais lenta na infec¢do por L. brazi-
liensis e L. guyanensis do que na infec¢do por L. amazonensis.
Na leishmaniose visceral, os parasitos podem ser detectados
facilmente no figado e bago entre o 3° e 0 6° més do indculo.
A maior limitagdo dessa técnica é o tempo necessario para
obten¢do do resultado, impossibilitando sua aplicagdo na
rotina diagnostica.
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» Malaria

A maldaria é um dos maiores problemas globais de saude
publica, com 500 milhées de casos clinicos da doenca registra-
dos anualmente. Como o progndstico e o tratamento da infec-
¢do dependem da espécie de plasmodio infectante, o exame
microscopico de amostras de sangue ¢ fundamental para a
confirmagdo da infecgdo e determinacdo da espécie envolvida.
Existem, basicamente, duas técnicas de preparo de amostras
sanguineas para andlise ao microscopio: a gota espessa e 0
esfregaco delgado. Independentemente da técnica escolhida,
recomenda-se que o sangue seja coletado por meio de pungéo
digital, sem anticoagulante.

A gota espessa corada com Giemsa é a melhor alterna-
tiva para detecgdo dos parasitos da malaria, sendo conside-
rada padrdo-ouro para o diagnoéstico da doenca. O esfregaco
sanguineo ndo é rotineiramente utilizado com finalidade diag-
nostica no Brasil por apresentar sensibilidade inferior a obser-
vada com a gota espessa. Contudo, representa uma técnica
essencial para a avaliacdo de caracteristicas morfologicas dos
parasitos e de pardmetros essenciais para a sua identificago,
como o didmetro das hemacias infectadas. A Tabela 16.1 com-
para as principais caracteristicas de esfregagos e gotas espessas
que so relevantes para o diagndstico da maldria.

A quantificagdo de parasitos na amostra fornece um paréa-
metro essencial para o progndstico clinico. A densidade para-
sitdria pode ser estimada empregando-se diferentes métodos
que dependem diretamente da técnica escolhida para o diag-
nostico (gota espessa ou esfregaco delgado). No Brasil empre-
ga-se tradicionalmente um método semiquantitativo, em que
a parasitemia é estimada com base no exame de gota espessa
e registrada em categorias previamente definidas. Com base
no numero de parasitos por campo microscopico de grande
aumento, a amostra ¢é classificada nas seguintes categorias: (a)
meia cruz (+/2), quando em 100 campos microscopicos forem
observados, em média, entre 40 e 60 parasitos; (b) uma cruz
(+), quando for observado um parasito por campo; (c) duas
cruzes (++), para 2 a 20 parasitos por campo; (d) trés cruzes
(+++), para 21 a 200 parasitos por campo; (e) quatro cruzes
(++++) para mais de 200 parasitos por campo. Quando menos
de 40 parasitos sdo encontrados no exame de 100 campos,
sugere-se registrar o numero total de parasitos encontrados
durante o exame.

Uma estimativa mais precisa, no entanto, é obtida regis-
trando-se o numero de parasitos observados a cada 200 leu-
cocitos. Atribuindo-se uma leucometria padrdo (em geral
6.000 a 8.000 leucocitos/l de sangue) para todo paciente
com maldria, usa-se uma regra de trés simples para estimar o
nimero de parasitos por microlitro de sangue. Para a quanti-
ficagao de parasitemia no esfregaco, preconiza-se registrar o

Tabela 16.1 Caracteristicas das gotas espessas e esfregacos sanguineos
usados no diagndstico da maldria.

Caracteristica Gota espessa Esfregaco

Area ocupada pela amostra 50-90 mm? 250-450 mm?
Volume de sangue 35l Tt

Tempo necessério para exame 100 campos/5 min 300 campos/25 min
Morfologia dos parasitos Distorcida Preservada

Aspecto das hemdcias Hemécias lisadas Preservado
Existéncia de artefatos Comum Rara
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percentual de hemadcias parasitadas, considerando-se um uni-
verso de 500 hemacias.

As principais caracteristicas morfoldgicas que permitem
distinguir as quatro espécies de plasmédios humanos com base
em seus estagios sanguineos sdo apresentadas na Figura 16.24.
No sangue periférico de pacientes com malaria falciparum,
geralmente encontram-se somente trofozoitos jovens, que
apresentam o formato tipico de anel de sinete, e gametocitos. A
esquizogonia eritrocitaria ocorre essencialmente em vénulas
pos-capilares das visceras e misculos, e raramente os esquizon-
tes sdo encontrados no sangue periférico. Nas hemadcias infec-
tadas coradas de modo adequado, frequentemente se obser-
vam precipitados citoplasmaticos avermelhados conhecidos
como granulagdes ou fendas de Maurer. Outras caracteristicas
dos trofozoitos de P. falciparum, ainda que sem especificidade
absoluta no diagndstico de espécie, sdo: a existéncia de dois
ou mais trofozoitos na mesma hemdcia, o encontro de para-
sitos na periferia do citoplasma das hemacias (formas accolé
ou appliqué) e de parasitos com dupla cromatina. As hemacias
parasitadas, quando comparadas as normais, ndo apresentam
aumento de didmetro. Os gametdcitos de P. falciparum sdo
tipicos: alongados e curvos, em forma de lua crescente ou de
banana (Figura 16.25). Apresentam frequentemente pigmento
maldrico em seu interior, ocasionalmente visto também em
hemdcias parasitadas por trofozoitos. Os gametocitos masculi-
nos apresentam citoplasma fracamente corado, enquanto o
citoplasma dos gametdcitos femininos se cora fortemente em
azul. Os gametocitos surgem no sangue periférico cerca de dez
dias depois do inicio dos acessos febris.

Ashemdcias parasitadas por P, vivax tém geralmente didme-
tro maior que as hemacias ndo parasitadas. Todos os estagios
sanguineos do parasito sio encontrados no sangue periférico.
E dificil distinguir os trofozoitos jovens, com forma de anel de
sinete, daqueles de P. falciparum, mas os trofozoitos maduros
tém geralmente aspecto irregular, com extensdes ameboides
em seu citoplasma. As hemdcias parasitadas por trofozoitos
maduros, esquizontes e gametdcitos apresentam granulos
delicados, rosados ou avermelhados, facilmente identifica-
dos em esfregacos sanguineos corados de modo apropriado,
conhecidos como granulagées de Schiiffner. Em contraste aos
gametdcitos de P, falciparum, os gametdcitos de P. vivax sdo
ovais, ocupando quase toda a hemdcia. Os gametdcitos femi-
ninos coram-se mais intensamente que os masculinos, e apre-
sentam nucleo mais compacto, na maior parte das vezes em
localizagdo periférica. O pigmento maldrico é abundante. Os
gametocitos de P. vivax tendem a aparecer precocemente no
curso das infec¢oes malaricas.

Os trofozoitos jovens de P. malariae sio semelhantes aos
de P. falciparum e P. vivax, mas tendem a ser mais compac-
tos e a ter seu citoplasma corado mais intensamente em azul.
Os trofozoitos mais maduros podem assumir formas mais
caracteristicas, em faixa ou em cesto (Kawamoto et al., 1999;
Figura 16.20). Os granulos de hemozoina sdo pouco abundan-
tes, mas sdo geralmente mais grosseiros do que nas demais
espécies. Ndo se observa granulagdo de Schiiffner, e as hema-
cias parasitadas tém o mesmo didmetro das hemadcias ndo
parasitadas. Os gametdcitos assemelham-se aos de P. vivax,
mas tém didmetro menor.

Os aspectos mais caracteristicos da infecgdo por P. ovale,
uma espécie ndo encontrada no Brasil, sdo as deformidades
que ocorrem nas hemdcias parasitadas, que se tornam alonga-
das e apresentam a margem denteada, bem como granulagdo
de Schiiffner. Os gametdcitos sdo semelhantes aos de P. vivax e
P malariae (Figura 16.25).
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Figura 16.24 Caracteristicas morfoldgicas dos estagios sanguineos dos plasmadios que infectam o homem em esfregaco delgado corado com Giemsa.

Dentre as espécies de plasmddios que infectam o homem, P
falciparum é a inica para a qual se dispde de técnica de cultivo
continuo in vitro. Por ser uma técnica extremamente laboriosa
e, sobretudo, pela existéncia de métodos alternativos, a cul-
tura ndo tem aplicacdo diagnostica, mas é utilizada rotineira-
mente para a realizacdo de testes de sensibilidade do parasito
a diversos medicamentos. Os plasmodios que causam doenga
humana sio parasitos extenoxenos (muito especificos quanto
a espécie de hospedeiro que sdo capazes de infectar); podem
infectar algumas espécies de macacos do Novo Mundo, mas
esses modelos experimentais de custo elevado nao tém papel
na investigacdo diagndstica.

Atualmente, uma nova tecnologia vem sendo desenvol-
vida para a demonstrag¢do indireta dos plasmddios em amos-
tras sanguineas, com base na detec¢ao da hemozoina, o pro-
duto final da degradagdo da hemoglobina pelos parasitos.

Conhecida como tecnologia de magnetismo 6ptico, essa téc-
nica tem sensibilidade e especificidade entre 70 e 80% (Mens
et al., 2010). Dentre suas limitacdes, ressalta-se o fato de nédo
identificar a espécie de parasito infectante.

» Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma das infec¢des parasitarias mais
difundidas no mundo. Cerca de um ter¢o da popula¢do mun-
dial apresenta anticorpos contra Toxoplasma gondii, com alta
prevaléncia de infecgdo em certas regides da Europa, América
do Sul e Africa. A escolha do teste mais apropriado para o
diagndstico parasitologico da toxoplasmose depende do con-
texto clinico do caso investigado. Rotineiramente, o diagnds-
tico inclui técnicas sorologicas para a detecgdo de anticorpos
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Figura 16.25 Caracteristicas morfologicas de um gametdcito de Plasmodium falci-

parum (A) e de P. ovale (B) em esfregacos corados com Giemsa. (Fotografias cedidas
por Fumihiko Kawamoto.)

IgG ou IgM. Atualmente, contudo, a reagio em cadeia da
polimerase (PCR) tem sido considerada uma técnica bastante
promissora para o diagndstico da toxoplasmose (Petersen,
2007). A busca direta pelo parasito em amostras de sangue e
outros fluidos corporais (liquido amniético, humor aquoso ou
liquido cefalorraquidiano) geralmente nao ¢ realizada, salvo
em recém-nascidos, quando ha suspeita de toxoplasmose
congénita, ou em casos clinicos muito atipicos e graves (tais
como suspeita de infecgdo ou reagudizacao em individuos
imunocomprometidos). Geralmente, as técnicas utilizadas sdo
esfregagos sanguineos e de liquidos corporais, cultura in vitro
e inoculagdo em animais de laboratério.

Nos recém-nascidos, durante a fase aguda da infec¢do, a
pesquisa de T. gondii é geralmente realizada no sangue. Para
tal, amostras de sangue coletadas por pun¢do venosa (pelo
menos 10 m/) devem ser centrifugadas a 400 g. O creme leu-
cocitario, coletado na interface entre as hemacias e o plasma, é
utilizado para a preparagio de esfregacos, os quais podem ser
examinados ao microscopio a fresco ou apos coloragdo com
Giemsa. A sensibilidade da técnica é de aproximadamente
90%, variando de acordo com a parasitemia.

Embora as técnicas moleculares, especialmente a PCR,
venham sendo aplicadas para a pesquisa do DNA de T. gondii
no liquido amniético, é possivel a demonstragdo direta do para-
sito nesse material. O liquido amniético deve ser centrifugado

a aproximadamente 400 g sendo o sedimento examinado ao
microscopio a fresco ou corado com Giemsa. Menos frequen-
temente, a técnica é utilizada para o isolamento de parasitos a
partir do liquido cefalorraquidiano.

A cultura in vitro tem sido utilizada principalmente para
o diagnéstico da toxoplasmose em individuos imunodepri-
midos, apresentando sensibilidade reduzida. A técnica con-
siste na semeadura de amostras de creme linfocitario, liquido
cefalorraquidiano, liquido amnidtico, entre outros, em meio
contendo fibroblastos humanos ou outras células facilmente
mantidas in vitro. Também é possivel a utilizagdo de embrides
de galinha. Apds 4 a 5 dias de cultura, as células devem ser
coradas com Giemsa e examinadas ao microscopio, para a
busca de taquizoitos intracelulares ou livres no meio de cul-
tura. Geralmente sdo observados pontos de necrose nas célu-
las parasitadas.

A inocula¢do em animais de laboratério é outro método
utilizado para o diagndstico parasitolégico da toxoplasmose,
especialmente na fase crénica da infecgdo. A amostra biolo-
gica suspeita (sangue, humor aquoso, liquor ou homogenatos
de placenta, dentre outras) deve ser inoculada no peritonio de
camundongos. Decorridas 1 a 3 semanas do indculo inicial, o
liquido peritoneal dos animais deve ser coletado e examinado
para a busca de taquizoitos. E recomendada ainda a analise de
tecidos cerebrais ou de outros érgaos (geralmente apds 30 dias
de infecgdo) para a busca de cistos contendo bradizoitos. A
andlise do tecido cerebral do animal ¢ feita geralmente por
meio de cortes histologicos fixados com metanol e corados
pelo Giemsa ou Wright.

» Diagnastico de infeccoes por
nematodeos intestinais

Existem diversas técnicas disponiveis para a deteccdo de
ovos de helmintos em amostras de fezes, com diferencas rele-
vantes em termos de praticidade e sensibilidade. A Tabela 16.2
apresenta as principais estratégias para o diagndstico labora-
torial e o controle de cura de infec¢éo pelos nematddeos intes-
tinais; as principais técnicas encontram-se descritas na se¢do
sobre o exame parasitoldgico de fezes, no inicio deste capi-
tulo. Os ovos dos dois ancilostomideos mais frequentemente
encontrados no trato digestivo humano, Ancylostoma duo-
denale e Necator americanus, sdo indistinguiveis. Entretanto,
esses nematddeos diferem em caracteristicas morfoldgicas
simples, relacionadas na Tabela 16.3.

Larvas de nematodeos intestinais de animais domésticos
podem acidentalmente parasitar o homem, produzindo as

Espécie Estagio diagnéstico Método diagndstico
Ascaris lumbricoides Ovo
Trichuris trichiura Ovo

Ancilostomideos 0vo (as vezes larvas sdo encontradas)

Strongyloides stercoralis Larva rabditoide

Enterobius vermicularis Ovo Swab anal

Exame direto, técnicas de concentragdo; Kato-Katz
Exame direto; técnicas de concentragdo; Kato-Katz
Exame direto; técnicas de concentragdo; Kato-Katz
Pesquisa de larvas (Baermann, Rugai)

Controle de cura

Repetir o exame 7, 14 e 21 dias apds o tratamento
Repetir o exame 7, 14 e 21 dias apds o tratamento
Repetir o exame 7, 14 e 21 dias apds o tratamento
Repetir 0 exame 8, 9 e 10 dias apds o tratamento

Repetir 0 exame por 5 a 7 dias consecutivos e 8 dias apds o
tratamento
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Tabela 16.3 Caracteristicas das principais espécies de ancilostomideos que
infectam o homem.

Ancylostoma
Caracteristica Necator americanus duodenale
Tamanho do adulto
Fémea 9-11mm 10-13 mm
Macho 5-9mm 9-11mm
Estruturas presentes na Duas placas cortantes Dois pares de dentes
cdpsula bucal grandes

Morfologia da bolsa Mais longa que larga Mais larga que longa
copuladora do macho

Ne de ovos eliminados por dia 5.000a 10.000 10.000 a 20.000

Tamanho do ovo 64-76 p.m por 36-40 pm 56-60 p.m por 36-40 um

sindromes de larva migrans, cujo diagndstico é brevemente
descrito a seguir.

A penetragdo das larvas filarioides de A. braziliense e A.
caninum e de diversos outros nematoides nio humanos atra-
vés da pele pode produzir as lesdes conhecidas com o nome de
larva migrans cutdnea. Popularmente, as infec¢oes sdo referi-
das como bicho geogrdfico e bicho da areia, sendo frequente-
mente contraidas em praias e outros ambientes contaminados
com fezes de cées infectados. As larvas avangam dois a cinco
centimetros por dia, através do tecido subcutineo, deixando
atras de si um cordao eritematoso saliente e altamente prurigi-
noso. Pode haver a formacéo de vesiculas. O aspecto das lesoes
é tipico, facilitando o diagndstico. As larvas morrem e degene-
ram em poucos dias ou semanas, sempre restritas ao subcuta-
neo, incapazes de alcangarem vasos sanguineos e linfaticos e
realizarem a migracdo pulmonar. O diagnéstico ¢ clinico e ndo
apresenta qualquer dificuldade.

A larva migrans visceral é uma sindrome clinica causada pela
migracao de larvas de nematddeos através de diversas visceras
humanas. Os parasitos que mais comumente a produzem sdo
ascarideos de caes (Toxocara canis) e ocasionalmente de gatos
(Toxocara cati), cujos adultos habitam o trato digestivo de seus
hospedeiros habituais, quase exclusivamente filhotes. Outros
nematddeos associados a sindromes de migrac¢do larvaria em
seres humanos sdo Bayliascaris procyonis, Angiostrongylus
cantonensis, A. costaricencis e Gnathostoma spinigerum. A
sindrome da larva migrans visceral acomete principalmente
criancas com idade entre um e 4 anos. Os sintomas dependem
da carga parasitaria, da frequéncia de reinfec¢des, da locali-
zagdo das lesdes e da intensidade das rea¢des inflamatorias
produzidas pelo hospedeiro. A doenga tem geralmente curso
benigno, caracterizado por febre, hepatomegalia (ocasional-
mente esplenomegalia) e eosinofilia persistentes. Podem ser
observados infiltrados pulmonares em radiografias de tdrax,
acompanhados de tosse, sibilos ou broncopneumonia, e rea-
¢oes alérgicas. A doencga ocular é geralmente observada em
criangas mais velhas, que muitas vezes ndo apresentam mani-
festagdes sistémicas da infecgdo. No entanto, a maioria das
infecgdes por Toxocara é leve (em termos de carga parasitaria)
e assintomatica. Como a maior parte das infec¢des ¢ autoli-
mitada, somente os casos mais graves requerem tratamento.
O diagnostico é feito por meio de sorologia, ndo sendo possi-
vel a pesquisa direta do parasito. Havendo suspeita de doenga
ocular, recomenda-se a pesquisa de anticorpos no humor
vitreo ou aquoso. A pesquisa do parasito ndo tem papel no
diagndstico da infecgdo humana.
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» Diagndstico de infeccoes
por trematddeos

Descreve-se aqui o diagndstico de infec¢des humanas cau-
sadas por dois helmintos digenéticos, S. mansoni (esquistos-
somose mansodnica), da familia Schistosomatidae, e Fasciola
hepatica (fasciolose), da familia Fasciolidae. Também infectam
o homem, entre outros, Schistosoma haematobium, S. inter-
calatum, S. japonicum, Fasciola gigantica, Fasciolopsis buski,
Paragonimus westermani, Clonorchis sinensis, Metagonimus
yokogawai e Heterophyes heterophyes.

O diagnostico parasitologico da esquistossomose manso-
nica baseia-se no encontro de ovos de S. mansoni nas fezes
(Figura 16.26). A escolha entre técnicas qualitativas ou quan-
titativas depende do contexto clinico e epidemioldgico em
que os resultados serdo interpretados. Os métodos mais fre-
quentemente empregados na rotina laboratorial no Brasil sdo
a técnica de concentragido por sedimentagdo (Hoffman, Pons
e Janer) e o método de Kato-Katz. Como a produgdo diaria de
ovos pelas fémeas de S. mansoni é relativamente pequena (200
ovos/fémea/dia) e considerando-se que nem todos os ovos
produzidos atingem o limen intestinal, recomenda-se exa-
minar pelo menos trés amostras fecais para o diagndstico de
infecgbes leves. O teste de eclosio de miracidios é empregado
principalmente no seguimento de pacientes tratados. Como
muitos ovos podem ficar retidos na mucosa do intestino
grosso e reto em infeccdes cronicas, a biopsia retal representa
uma alternativa diagnostica.

A fasciolose humana aguda caracteriza-se por hepatome-
galia dolorosa e febre, sintomas geralmente acompanhados de
eosinofilia intensa e leucocitose, as vezes com fendmenos alér-
gicos cutdneos ou asma. As infecgdes cronicas caracterizam-se
por febre baixa e dor abdominal, no epigastrio ou hipocoéndrio
direito. O diagndstico laboratorial depende da detec¢ao de
ovos nas fezes ou em amostras de suco duodenal, bem como
da deteccio de anticorpos especificos por sorologia.

» Diagnastico de infeccoes
por cestoides

Os cestoides (ou cestédios) sdao helmintos parasitos per-
tencentes a infraclasse Cestodaria do filo Platyhelminthes. Os
vermes adultos habitam o trato intestinal de vertebrados e sua
principal caracteristica é o corpo achatado dorsoventralmente

Figura 16.26 Ovos de Schistosoma mansoni eliminados nas fezes. Observe a espicula
lateral. A amostra representada em C foi processada segundo a técnica de Kato-Katz.
(Fotografias cedidas por Claudio Santos Ferreira.)
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conferindo-lhes o formato de fita. As larvas habitam os tecidos
de diversos vertebrados e invertebrados. Os principais cestd-
dios que causam doenga em populagdes humanas no Brasil
pertencem a ordem Cyclophyllidea, que compreende as ténias
(Taenia solium e Taenia saginata), Echinococcus granulosus e
Echinococcus vogeli, Hymenolepis nana e Hymenolepis dimi-
nuta.

A infec¢do humana pelas ténias adultas, a teniase, ocorre
como consequéncia da ingestio de carne suina ou bovina,
crua ou mal passada, contendo cisticercos viaveis. O diagnos-
tico da teniase baseia-se no encontro de ovos nas fezes ou na
regido perianal e perineal, bem como no encontro de proglotes
nas fezes. No primeiro caso, a técnica de swab anal descrita
para o diagndstico da enterobiase pode resultar em maior sen-
sibilidade. Nao é possivel distinguir T. solium de T. saginata
com base no aspecto dos ovos, mas a morfologia do escélex e
das proglotes gravidas permite a diferenciacdo entre as espé-
cies (Figura 16.27). O escélex de T. solium apresenta pequenos
ganchos, conhecidos como aciileos (Figura 16.28), ausentes em
T. saginata. O padrdo de ramificagdes uterinas das proglotes
gravidas também ¢é caracteristico das espécies. Em T. solium, o
utero gravido apresenta 7 a 12 ramifica¢des principais de cada
lado da haste uterina, que distalmente se ramificam em padréo
dendritico, enquanto a proglote gravida de T. saginata apre-
senta de 15 a 30 ramifica¢des uterinas de cada lado da haste
uterina, que distalmente se ramificam de modo dicotémico. A
tamisagdo de fezes para a pesquisa de proglotes de Taenia, que
consiste em peneirar uma emulsdo de fezes em dgua através de

A

Taenia solium

Taenia saginata

Figura 16.27 Representacao esquematica das principais diferencas morfoldgicas
entre o escolex (A) e as proglotes gravidas (B) de Taenia solium e Taenia saginata.
A. O escélex de T. solium apresenta pequenos ganchos ou actleos, ausentes em T.
saginata. B. Em T. solium, o Utero gravido apresenta 7 a 12 ramificacoes uterinas
principais de cada lado da haste uterina, que distalmente se ramificam em padrao
dendritico, enquanto a proglote gravida de T. saginata apresenta 15 a 30 ramifica-
¢Oes uterinas de cada lado da haste uterina, que distalmente se ramificam de modo
dicotomico.
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uma peneira metdlica de 80 a 100 malhas por cm? e procurar
proglotes retidas na peneira, é uma alternativa simples e eficaz
para diagndstico.

A infec¢do humana pela forma larvéria, conhecida como
cisticercose, decorre da ingestdo de ovos de T. solium. Neste
caso, os seres humanos fazem o papel de hospedeiro inter-
mediario acidental. O quadro clinico da cisticercose humana
depende de caracteristicas dos cisticercos, da resposta imune
do hospedeiro, do nimero e da localizagdao dos cisticercos
presentes; a neurocisticercose é a apresenta¢do clinica mais
comum. O diagnoéstico da neurocisticercose depende de exa-
mes soroldgicos e de imagem; o encontro do parasito ndo tem
aplicagdo diagndstica.

A hidatidose ¢ a infec¢ido causada pela forma larvéria de
cestodios do género Echinococcus, em que o homem faz o
papel de hospedeiro intermedidrio acidental. Os hospedeiros
intermedidrios habituais das espécies encontradas no Brasil,
E. granulosus e E. vogeli, sdo, respectivamente, o carneiro e a
paca. As infec¢des por E. granulosus sdo encontradas no sul
do pais, enquanto E. vogeli é encontrado principalmente na
Amazoénia brasileira. O diagnéstico da hidatidose humana
¢ geralmente sugerido por exames de imagem, levando ao
encontro de cistos hidaticos no figado, pulmées, cérebro e
outros sitios menos comuns, sendo confirmado por sorolo-
gia. Ndo se recomenda a pungdo dos cistos com finalidade
diagnostica, pelo risco de infecgdo secundaria, anafilaxia e
disseminagdo dos protoescdlices, mas o encontro de restos
de membranas e de areia hidatica em material de pungio
confirma o diagndstico.

O diagnostico da himenolepiase, independentemente da
espécie infectante (H. nana ou H. diminuta), é feito através do
encontro de ovos nas fezes. Ovos de H. nana e H. diminuta
sdo diferenciados com base em critérios morfoldgicos: os fila-
mentos polares presentes na membrana interna dos ovos de
H. nana nao sdo encontrados em ovos de H. diminuta. Além
disso, os ovos de H. nana, medindo cerca de 40 pwm de di4-
metro, sdo menores que os de H. diminuta (70 a 80 pm de
didmetro).

Figura 16.28 Escolex de Taenia solium, mostrando as ventosas e 0s pequenos gan-
chos (actleos) que auxiliam na fixagdo do helminto a parede intestinal. Coloragao
pelo carmim. (Fotografia cedida por Marcelo Urbano Ferreira.)
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» Diagndstico das filarioses

As fildrias sdo nematodeos afilados transmitidos por artro-
podes vetores. As principais fildrias que parasitam populagoes
humanas no Brasil sdo Wuchereria bancrofti, que causa a fila-
riose linfatica ou elefantiase, Onchocerca volvulus, que causa a
oncocercose ou cegueira dos rios, e Mansonella ozzardi, que
geralmente ndo ¢ considerada patogénica, mas é comum na
Amazdnia. Alguns casos de infec¢do humana pela filaria de
cées, Dirofilaria immitis, também foram relatados no Brasil e
em varios outros paises.

As microfilarias de W. bancrofti, de cerca de 260 mm de
comprimento, sdo encontradas na circulagio sanguinea e lin-
fatica e apresentam um padrio tipico de periodicidade noturna
no sangue periférico. Apresentam uma bainha, que corres-
ponde a uma casca ovular delicada que envolve o embrido,
sendo também encontrada em microfilarias de outras espé-
cies de interesse médico fora do Brasil, como Brugia malayi,
B. timori e Loa loa; ndo se encontra bainha nas microfilarias
de O. volvulus e de M. ozzardi (Figura 16.29). O diagndstico
parasitoldgico da filariose linfatica depende da demonstragdo
de microfilarias, ao exame microscépico de amostras de san-
gue periférico, ou de vermes adultos nos linfonodos em exame
ultrassonografico. Pesquisam-se microfilarias de W. bancrofti e
B. malayi em gota espessa corada com Giemsa, preparada com
sangue obtido por pungao capilar a noite (geralmente entre 22
e 24 h) (Figura 16.30). As gotas espessas utilizadas para o diag-
ndstico da filariose linfatica concentram geralmente entre 20
e 60 ! de sangue. Podem-se empregar também os métodos
de concentragdo descritos no inicio deste capitulo, a técnica
de Knott e a filtragio em membranas de policarbonato. Para
o encontro de microfildrias de W. bancrofti e B. malayi por fil-
tracdo, sugere-se o uso de membranas de policarbonato com
poros de 3 pm.

Os vermes adultos de W. bancrofti localizam-se nos vasos
linfaticos dilatados e linfonodos do hospedeiro sendo, nio
raramente, revelados por meio de biopsias do membro afe-
tado. A ultrassonografia evidencia os parasitos devido a sua
movimentagio tipica no interior dos vasos linfaticos (também
conhecida como “danca da filaria”) da regido escrotal e mamas;
permite avaliar a eficacia de regimes terapéuticos sobre vermes
adultos, cuja movimentagdo cessa com a morte.

Também conhecida como “mal do garimpeiro” ou “cegueira
dos rios”, a oncocercose é causada por um nematddeo parasito
exclusivo do homem, O. volvulus. A oncocercose ¢ endémica
em 38 paises; no Brasil, a endemia restringe-se ao territdrio
Yanomami, entre os estados do Amazonas e Roraima, no qual
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Figura 16.29 Caracteristicas morfologicas da cauda de microfilarias que infectam
0 homem. Observe a existéncia ou nao de bainha e a disposicao dos nucleos na
extremidade distal.
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Figura 16.30 Microfilarias de Wuchereria bancrofti em gota espessa corada pelo
Giemsa. Observe o corpo central, uma estrutura relativamente difusa, corada em
rosa (setas). (Fotografias cedidas por Marcelo Urbano Ferreira.)

aproximadamente 10 mil indios vivem sob risco de infec-
¢do. O diagnostico parasitoldgico consiste essencialmente na
demonstragdo de microfildrias na pele ou de vermes adultos
em nodulos fibrosos.

Antes de iniciar a busca das microfilarias de O. volvulus,
¢ importante conhecer as regides do corpo que concentram
maior namero de parasitos. Em algumas areas endémicas,
por exemplo, a regido pélvica é mais frequentemente afetada,
enquanto em outras o parasitismo ¢é intenso no tronco e na
cabeca. A busca pelas microfilérias é iniciada com a retirada
de fragmentos superficiais da pele (ao nivel das papilas dér-
micas), em condi¢des assépticas. No Brasil, recomenda-se
que a coleta de amostras seja realizada em regioes variadas do
corpo, como a regido escapular, as panturrilhas, a crista iliaca,
as nadegas, o tronco e o pescogo. Sugere-se também colher
amostras em dreas da pele com alteragdes troficas ou nédulos
fibrosos sugestivos de oncocercose. As amostras, obtidas com
lamina de bisturi, agulha estéril ou pinca para biopsia corneo-
escleral, sdo incubadas em solugdo salina fisioldgica (100 a
200 w/), para estimular a migragao das microfilarias. Apos 6
a 24 h de incubagao a 37°C, os fragmentos de pele e a solu¢do
salina sdo examinados ao microscdpio invertido (objetiva de
40X). Em condi¢bes de alta parasitemia, as microfilarias sio
percebidas facilmente por causa da sua movimentagio ativa.
Preparagbes permanentes do material (esfregacos fixados
com metanol e corados pelo Giemsa) sdo valiosas, sobretudo
para a diferenciacdo entre as microfilarias de O. volvulus e M.
ozzardi. Menos frequentemente, escarificagdes dérmicas sdo
realizadas com finalidade diagndstica; nesse caso, examina-se
a fresco o fluido linfético extravasado em consequéncia ao
procedimento.

Os vermes adultos sdo encontrados em nddulos dispostos
em regides variadas do corpo. A biopsia dos nédulos superfi-
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Figura 16.31 Corte histoldgico de nédulo subcutdneo (oncocercoma) mostrando
exemplares adultos de Onchocerca volvulus seccionados transversalmente. Coloracéo
pela hematoxilina-eosina. (Fotografia cedida por Marcelo Urbano Ferreira.)

ciais ou profundos é a técnica mais utilizada para a demons-
tragdo direta do parasito adulto. O material coletado ¢ utili-
zado para analise histopatoldgica, principalmente quando os
nddulos sdo muito pequenos (Figura 16.31). O exame ultras-
sonografico de nddulos intramusculares profundos também
pode auxiliar no diagndstico da infecgéo.

As principais limitagdes dos exames parasitoldgicos para o
diagndstico da oncocercose sdo seu cardter invasivo e sua limi-
tada sensibilidade. As alternativas atualmente disponiveis em
laboratdrios de pesquisa sdo a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) para a amplificagdo de sequéncias de DNA do para-
sito em amostras de biopsia de pele e os imunoensaios para
a detec¢do de antigenos do parasito ou de anticorpos de sub-
classe IgG, especificos, ambos em amostras de soro ou plasma
(Udall, 2007).

O uso tépico de dietilcarbamazina (DEC) vem sendo
atualmente discutido como uma estratégia adicional para a
demonstragio indireta dessa infecgao, especialmente em con-
digbes de baixa carga parasitdria (Stingl, 2009). Utiliza-se um
creme contendo DEC aplicado em uma ou mais areas restritas
da pele. A ideia é que o medicamento estimule uma reagdo
cutanea localizada, caracterizada pela formagéo de uma erup-
¢do cuténea eritematosa entre 24 e 48 h apds sua aplicagdo.
Nio ocorre reagio sistémica e ocular. A sensibilidade é esti-
mada em torno de 60 a 80%.

» Diagnostico de parasitos
em vetores

Define-se como vetor bioldgico o hospedeiro invertebrado
de alta mobilidade responsavel pela dispersdo espacial da infec-
¢do e por sua transmissdo para os hospedeiros vertebrados. Em
sua maioria, sdo artropodes pertencentes a classe Insecta com
habito hematofagico. Entre as doengas parasitarias transmitidas
por insetos com grande impacto na satde publica, encontram-se
a maldria, as leishmanioses tegumentar e visceral, a doenga de
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Chagas e a filariose linfatica. As agdes de controle dessas doen-
¢as exigem, entre outras medidas, o combate ao vetor. Na pra-
tica, conhecimentos sobre a biologia e 0o comportamento dos
insetos, aliados a uma estimativa precisa da sua taxa de infec¢éo
natural, facilitam a escolha de métodos eficazes de controle. A
detec¢do do parasito no vetor pode ser realizada por diferentes
técnicas, desde microscopia convencional até refinadas técnicas
imunolodgicas e moleculares. A seguir, destacamos as principais
técnicas utilizadas para a detecgdo, em seus respectivos vetores,
dos parasitos que causam a doenca de Chagas, a filariose linfa-
tica, as leishmanioses e a malaria.

» Doenca de Chagas

Dentre as variadas formas de transmissio da doenca de
Chagas, a vetorial é a de maior importancia epidemiologica,
seguida da transfusdo sanguinea e transplante de drgaos.
Quando vetorial, é transmitida pelas fezes infectadas de insetos
triatomineos, também conhecidos como barbeiros, elimina-
das durante seu repasto sanguineo. Atualmente, a transmisséo
vetorial da doenca de Chagas por triatomineos domiciliados
tem sido considerada interrompida no Brasil, com a ocorrén-
cia de novos casos devendo-se majoritariamente a ingestio
acidental de insetos infectados triturados junto a alimentos
(caldo de cana, agai, dentre outros). Contudo, as a¢des de vigi-
lancia epidemiolégica focadas no vetor sdo de suma importin-
cia para manutengao do controle. A detec¢io dos tripanosso-
mos nos triatomineos (ninfas e adultos) pode ser realizada por
diferentes técnicas laboratoriais. Tradicionalmente, o exame
microscopico a fresco do contetido intestinal do inseto é o
método de escolha para a determinagéo das taxas de infecgéo,
sobretudo quando sdo utilizados insetos capturados e manti-
dos vivos. O método de obtencdo e o exame de amostras de
fezes dos vetores foi descrito anteriormente, na se¢do sobre o
xenodiagnostico aplicado a doenca de Chagas. Quando mor-
tos, a sensibilidade da técnica reduz-se drasticamente, pois se
torna praticamente impossivel o encontro de tripanossomos no
contetdo intestinal analisado. As limita¢des relacionadas com
sua sensibilidade, especialmente em situacdes em que ¢ neces-
saria a analise de grande nimero de insetos, inclusive espéci-
mes mortos, tém motivado o desenvolvimento e o aprimora-
mento de técnicas moleculares para a detec¢do do T. cruzi no
vetor. Nesse contexto, a PCR tem sido rotineiramente utilizada,
demonstrando uma sensibilidade superior a 80% em estudos
epidemiolégicos utilizando exemplares vivos ou mortos de T.
infestans coletados em campo. Apesar disso, sua implantagdo
para monitoramento da eficicia de programas de controle de
vetores em dreas endémicas para a doenga de Chagas ainda é
discutida, devido principalmente ao seu alto custo.

» Filariose linfatica

Dependendo da regido geografica, a filariose linfatica pode
ser transmitida por mosquitos pertencentes aos géneros Culex,
Aedes, Mansonia ou Anopheles. No Brasil, a principal espécie
transmissora é Culex quinquefasciatus, o pernilongo domés-
tico comum. Tradicionalmente, o monitoramento das taxas
de transmissdo da infec¢do requer a detec¢do de microfilarias
de W. bancrofti nos mosquitos vetores, o que ¢ feito rotineira-
mente por meio de dissecagdo individual da cabega e térax dos
exemplares coletados em campo, seguida de exame microsco-
pico. A disseccdo ¢ feita em vdrias etapas: as asas e as patas
sdo inicialmente removidas e a cabega, o torax e o abdome sdo

7/8/2012 15:22:16



Urbano 16.indd 217

separados e colocados em 1 a 3 gotas de solugdo salina, sob
aumento de 20 X. As partes bucais sdo separadas com agu-
lhas finas, sob aumento de 40 a 50 X, permitindo que as larvas
L, escapem. Examinam-se também o restante da cabeca e o
abdome em busca de estdgios larvarios. Em mosquitos recen-
temente ingurgitados, o intestino médio pode ser removido
para exame em busca de microfildrias.

A dissecgdo é uma técnica laboriosa, sobretudo quando nao
sao utilizados insetos frescos e quando a taxa de transmissdo
local ¢ inferior a 1% (requerendo a analise de grande niumero
de insetos). Além disso, em locais onde espécies diferentes
de filarias coexistem, podendo ocorrer simultaneamente no
vetor, a identificacdo das espécies pode ser comprometida caso
ndo se disponha de pessoas com treinamento adequado para a
analise do material. Nos anos recentes, a deteccio do DNA do
parasito por meio de técnicas moleculares, tais como a PCR,
tem demonstrado excelentes resultados. Utilizando insetos
individualmente ou agrupados (pool), essa técnica detecta
DNA de microfilérias de W. bancrofti tanto em espécimes fres-
cas quanto preservadas (Pedersen et al., 2009).

» Leishmanioses

Os flebotomineos, ou mosquitos-palha, sdo os vetores das
leishmanioses no Novo e no Velho Mundo. Existem cerca de
17 espécies de flebotomineos descritas, mas nio estd bem defi-
nido se todas sdo capazes de transmitir leishmanias. A incri-
minag¢do de uma espécie de flebotomineo como vetor requer,
dentre outros critérios, a demonstragio do parasito. O método
tradicional é a dissecagio do inseto para a observagio, a fresco,
de promastigotas ao microscépio. Contudo, em situagdes em
que a taxa de infec¢do natural ¢ baixa, havendo necessidade
de andlise de um ntimero elevado de insetos, o método tor-
na-se extremamente laborioso. Além disso, sua sensibilidade
depende fundamentalmente da experiéncia do profissional
responsavel pela andlise das preparagdes. A inoculagio em
animais de laboratdrio, a reacio de imunoflourescéncia (RIF)
direta, o imunoensaio enzimatico (ELISA) e a PCR também
tém sido utilizadas para indicar a existéncia do parasito nos
exemplares de insetos coletados em campo.

Para a inoculagdo em animais de laboratdrio, geralmente
sdo utilizados homogenatos constituidos de nimero variado
de insetos. Normalmente, a lesdao no animal é observada algu-
mas semanas apos o indculo, podendo o parasito ser detec-
tado diretamente em esfregacos de aspirados ou biopsia da
lesdao ou depois de cultivo do material obtido da lesao do ani-
mal. A RIF também tem sido indicada para a detec¢do de pro-
mastigotas no inseto vetor. Geralmente, utiliza-se como alvo
uma glicoproteina de superficie das leishménias conhecida
com gp63. O imunoensaio enzimatico, com base na utilizagao
de anticorpos monoclonais espécie-especificos, tem demons-
trado bons resultados na detecgdo e caracterizagio das leish-
maénias no vetor. A taxa de infec¢ao vetorial observada por esse
método é comparavel aquela determinada por meio do exame
microscopico de exemplares dissecados. Atualmente, a PCR
¢ o método mais utilizado para a detec¢éo de leishmania nos
flebotomos, devido a sua elevada sensibilidade. A técnica, que
pode ser realizada com insetos individuais ou agrupados (em
pools), é capaz de detectar o DNA de apenas um parasito na
amostra (Lopez et al., 1993). Além de permitir a identificacdo
da espécie de leishménia por meio de genotipagem, o proces-
samento de um grande numero de insetos é rapido, tornando
a etapa de analise do material coletado em campo menos labo-
riosa. Sua principal limitagdo é, no entanto, o alto custo.
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» Malaria

A maldria humana ¢ veiculada por mosquitos do género
Anopheles, sendo que o complexo Anopheles gambiae retine as
principais espécies vetoras no continente africano e Anopheles
darlingi é o principal vetor no Brasil.

Tradicionalmente, a presenca do parasito é determinada
pela observagdo direta dos esporozoitos ou oocistos na
glandula salivar e no intestino médio do anofelino, respec-
tivamente. Embora a demonstragdo dos esporozoitos seja o
método preconizado para determinar o potencial infectante
de uma espécie de anofelino, o processo de dissecagao da
glandula salivar ¢ relativamente complexo, exigindo expe-
riéncia do executor. As técnicas de dissec¢do de glandulas
salivares e oocistos sdo descritas nas Figuras 16.32 e 16.33,
respectivamente. As glandulas salivares, uma vez dissecadas
(Figura 16.32), sdo colocadas, misturadas em solugdo salina
fisioldgica, entre lamina e laminula e analisadas ao micros-
cOpio 6ptico a fresco. Se necessario, o material pode ser
fixado com metanol e corado com Giemsa ou laranja de acri-
dina (Gilles e Warrell, 1993). A demonstra¢ao dos oocistos
no intestino médio é mais simples (Figura 16.33), mas nio
define a capacidade vetorial da espécie de mosquito anali-
sada. O uso de solugdo de mercurocromo a 2% pode facili-

Figura 16.32 Técnica para a disseccao das glandulas salivares de anofelinos em busca
de esporozoitos de plasmddios. A. Fixacao do térax com uma pinca ou agulha nao
cortante. B. Tracdo suave da cabeca do mosquito, até que ela se desprenda do térax.
C. Remogéo das glandulas salivares presas a cabeca, colocando-se uma gota de so-
lucéo salina fisiologica sobre elas. D. Separacao das glandulas salivares do restante
da cabeca, para seu posterior exame ao microscopio.
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Figura 16.33 Técnica para a demonstracao de oocistos de plasmddios no estdma-
go (intestino médio) de anofelinos. A. Com uma agulha, sdo feitos dois pequenos
cortes nas posi¢cdes indicadas com setas, correspondentes ao tegumento do sétimo
segmento abdominal. B. Com tracao suave, destaca-se a extremidade posterior do
abdome dos demais segmentos, expondo o estémago e os tubos de Malpighi. C.
Os tubos de Malpighi sdo cortados junto a sua insercéo e o intestino é cortado logo
abaixo da ampola pildrica, separando-os das demais partes do inseto; 0 estbmago é
examinado ao microscépio, adicionando-se uma gota de solucéo salina.

tar a visualiza¢ao microscépica dos oocistos (Gouagna et al.,
1999). Uma limita¢do do exame direto é que os oocistos s
se tornam visiveis microscopicamente depois de pelo menos
7 dias da infec¢éo, enquanto os esporozoitos sao detectados
nas glandulas salivares do inseto por volta de 2 semanas ap6s
o repasto sanguineo infectante. Outra limitacdo dessa téc-
nica é ndo permitir a identifica¢do da espécie de plasmodio
presente no vetor (Gilles e Warrell, 1993).

A RIF foi primeiramente utilizada para facilitar a detec¢ao
e quantificagdo de oocistos e pré-oocistos (zigotos e oocine-
tos) de P. falciparum, empregando um anticorpo monoclo-
nal, conjugado com fluoresceina, que tem como alvo Pfs25,
um antigeno proteico expresso nos estdgios esporogdnicos do
plasmodio (Gouagna et al., 1999). O processo é simples: con-
siste em incubar o intestino médio dissecado do inseto com o
anticorpo monoclonal anti-Pfs25 marcado com fluoresceina.
O material ¢, entdo, montado entre limina e laminula e ana-
lisado diretamente ao microscopio de fluorescéncia ou adap-
tado a um fotdmetro. Por meio dessa técnica, a identificacao
dos estagios evolutivos do parasito no vetor requer a observa-
¢do do seu padréo tipico de fluorescéncia. Quando comparado
a microscopia convencional, esse método mostra-se mais sen-
sivel, permitindo a detec¢éo de formas jovens do parasito seis
horas apds a infec¢do do inseto.

Fundamentada na utiliza¢do de anticorpos monoclonais
que reconhecem especificamente uma proteina de superficie
dos esporozoitos, a proteina circunsporozoita ou CS, o ELISA
de captura ¢ considerado o padrdo-ouro para a determina-
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¢do da infectividade dos mosquitos transmissores de maldria
(Appawu et al., 2003). A amostra teste é geralmente constituida
de um homogenato individual de cabega e torax (para a pes-
quisa de oocistos e esporozoitos) ou somente da cabega do
vetor (para a pesquisa de esporozoitos), sendo distribuida
em microplacas de poliestireno previamente incubadas com
anticorpo monoclonal anti-CS. Uma amostra individual que
contenha o antigeno pode ser verificada a olho nu ou apds a
determinagio de absorbancia em colorimetro de microplacas.
Essa técnica apresenta como limitagdes principais o fato de
poder gerar resultado falso-negativo e o relativo grau de com-
plexidade para sua execugdo. A sensibilidade e especificidade
do método sdo estimadas entre 95 e 99%, respectivamente.

Tanto a RIF quanto o ELISA séo técnicas de dificil aplica¢ao
em situagdes de campo. Portanto, ha grande investimento no
desenvolvimento ou aprimoramento de testes rapidos destina-
dos a detec¢do de parasitos, os chamados testes imunocroma-
tograficos. O VecTest®, disponivel no mercado, é um exemplo.
Semelhante ao ELISA, também detecta a proteina CS espécie-
especifica, mas utiliza uma fita de nitrocelulose com anticorpo
monoclonal anti-CS adsorvido conjugado a ouro coloidal.
O resultado positivo é determinado pela formagido de uma
linha horizontal vermelha na fita em que anticorpo espécie-
especifico (anti-P. falciparum ou anti-P. vivax) esta adsorvido.
Esse teste, realizado em aproximadamente 15 min, apresenta
sensibilidade e especificidade superior a 89% e 99%, respecti-
vamente (Ryan et al., 2001; Appawu et al., 2003; Sattabongkot
et al., 2004) e oferece como vantagem a praticidade no manu-
seio e na interpretacao dos resultados em situacdes de campo.
Entre suas limitagdes estdo a necessidade da utilizagdo dos
mosquitos imediatamente apds sua coleta ou armazenamento
dos homogenatos a -20°C até o momento do uso, além do alto
custo.

Nos anos recentes, a PCR vem sendo amplamente utili-
zada para detec¢do de material genético (DNA) dos plasmo-
dios no vetor, permitindo identificar a espécie de plasmddio
infectante. Quando comparada aos demais métodos, a PCR
demonstra boa sensibilidade, podendo detectar até menos de
10 esporozoitos por glandula salivar (ou 0,2 pg de DNA por
amostra) (Moreno et al., 2004). Dentre suas limitagdes estdo
a impossibilidade de execu¢do em campo, a necessidade de
equipamento adequado e o alto custo.

» Processamento computacional
de imagens para o diagndstico
parasitoldgico

Diversos métodos computacionais para a anélise de ima-
gens e o reconhecimento de padrdes vém sendo recentemente
aplicadas ao diagndstico parasitoldgico. A maioria das estraté-
gias utilizadas foi desenvolvida para a identificagdo de ovos de
helmintos (Sommer, 1998) e de cistos de protozoarios de inte-
resse médico ou veterindrio (Castafion et al., 2007), embora
alguns métodos sejam aplicaveis a larvas (Joachim et al., 1999)
e a trofozoitos (Ross et al., 2006). A vantagem dos cistos e
ovos estd em sua morfologia relativamente bem definida e
homogénea, com contornos nitidos, quando comparada a dos
trofozoitos e larvas. As caracteristicas mais informativas para
o diagndstico computacional sdo: o tamanho das estruturas,
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a forma do contorno (eliptico, circular ou oval) e a espessura
da parede, bem como a estrutura interna. Essas caracteristicas
podem ser processadas com relativa rapidez, proporcionando
o diagnostico em tempo real a partir de imagens digitais dos
elementos parasitarios (Castaion et al, 2007). Embora os
métodos de diagndstico computacional tenham sido desen-
volvidos, até 0 momento, para um niimero restrito de espécies
de parasitos, é previsivel a sua popularizagdo nos proximos
anos, tornando-se uma alternativa disponivel para o labora-
torio clinico.
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