Protozoarios:
Entamoebas

iardia duodenalis
mastix mesnili
tica/dispar
oeba coli
artmanni
ax nana
butschlii
hominis
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Giardia duodenalis

Doenca: Giardose

Habitat: duodeno e jejuno. Raramente em vesicula
biliar e condutos biliares.

Via de transmissdo: Ingestao de cistos em alimentos e
bebidas contaminadas.

Morfologia: trofozoitos e cistos.

Parasita monoxeno e eurixeno.

Hospedeiros: homem e mamiferos em geral, aves e
repteis.

Divisdo por fissdo binaria longitudinal.
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Giardia duodenalis

Disco suctorial

Responsavel pela aderéncia do parasito
Axonemas

Eixo por onde passam os flagelos em trajeto intra-celular.
Blefaroplasto

Aglomerado de cromatina responsavel pela formacao do
flagelo

Corpos parabasais ou medianos
Formado por microtibulos e proteinas contrateis
Flagelos

Responsaveis pela locomocao do parasito



Citoplasma com presenca de reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi,
ribossomos e glicogénio. Auséncia de mitocdndria



g Gisto

2 a 4 nucleos
axonemas de flagelos

corpos parabasais ou
Primoérdios do disco suctorial?

Trofozoito




12 pm X 8 pm




Ciclo biolégico

Ingestao do cisto.

Desencistamento no estbmago pela acao do ph acido
(pH 2).

Liberacdo dos trofozoitos no duodeno e jejuno.

Aderéncia a superficie da mucosa através do disco
suctorial.

Formacdo de revestimento extenso na superficie da
mucosa. Nutricao do parasito realizada por pinocitose.

O ciclo se completa pelo encistamento do parasito,
pricipalmente no ceco, e sua elimina¢do para o exterior
através das fezes formadas.




%fozoito inicia o processo de encistamento no
baixo ileo nas seguintes condicoes:

Influéncia do ph intestinal
Estimulo de sais biliares
Destacamento do trofozoito da mucosa

O trofozoito recolhe os flagelos e secreta uma
membrana cistica formada de quitina.

No interior do cisto ainda ocorre a nucleotomia
Resiste no ambiente por 2 meses
Dois trofozoitos sio liberados de cada cisto.
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~ Patologia

Atrofia das vilosidades e dos microvilos, com reducao
da area de absorcao intestinal, infiltracao de leucdcitos
e aumento da secrecao de muco.

Os trofozoitos na luz intestinal tornam-se aderentes ao
epitélio e podem invadir a mucosa

Acao citotdxica dos macrofagos para os parasitos
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Patologia

Ativacdo de linfdcitos e liberacao de linfocinas
suficientes para destruir os parasitos na maioria dos
individuos.

Acdo dos granuldcitos sobre trofozoitos

Acao de anticorpos anti-Giardia :IgA, IgG, IgM e IgE.
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Patologia

[gE promove degranulacdao de mastocitos que liberam
histamina : edema e contracao do musculo liso >
motilidade intestinal.

Liberacdo prostaglandina pelos mastdcitos que >
motilidade intestinal
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Patologia

Pacientes parasitados geralmente assintomaticos com
cura espontanea.

Quadros sintomaticos

Quadro agudo(poucos dias): diarréia com ma absorcao
intestinal, malcheirosa, colicas, fraqueza e perda de
peso.

Criancas: sintomas associados a irritabilidade, insonia,
nauseas e vomito.

Quadro cronico: esteatorréia , perda de peso e ma-
absorcao.
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Chilomastix mesnili

Trofozoitos

Forma piriforme irregular com uma extremidade mais
larga e achatada (anterior)

Nucleo localizado na extremidade mais larga
Movimentos rotatorios desajeitados

Cariossomo pequeno e excéntrico



Chilomastix mesnili

[lustracdo disponivel em http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Chilomastix_il.htm
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Chilomastix mesnili

Cistos
Formato de “limao”

Cromatina periférica pode estar condensada em um dos
lados do nucleo
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Chilomastix mesnili

trofozoito

% 10 micrometers

cisto

[lustracdo disponivel em http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Chilomastix_il.htm



Chilomastix mesnili

cistos

[lustracao disponivel em http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Chilomastix_il.htm
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Amebas

Anadlise das principais caracteristicas morfologicas
Tamanho do protozoario
Motilidade do trofozoito
Tipo de material ingerido pelo trofozoito
Nucleo:

quantidade de ntacleos
presenca de cromatina periférica e sua distribuigao,

tamanho e localizacao do cariossoma.

Presenca e tipo de corpos cromatoides nos cistos



Entamoeba histolytica

Doenca: amebose
Habitat: Intestino delgado e grosso.
Locomocdo por emissdao de pseudopodes

Via de transmissdo: Ingestao de cistos em alimentos e
bebidas contaminadas, contato oral-anal e transporte
mecdnico por insetos.

Morfologia: cistos, metacistos, trofozoitos e pré-cistos
Parasita monoxeno

Reproducao por divisao binaria



Cistos

s

Tamanho variando entre 10 a 20 pm



Nucleo cariossomo central corpos cromatoides

Reserva de glicogénio

Membrana nuclear escura e regular devido ao revestimento de cromatina




Corpos cromatoides na forma de
bastonete

Método de tricomio



Trofozoito

"\\

20 a 60 pm

Hemacias
Nuicleo com cariossoma pequeno e central

Citoplasma diferenciado em ecto e endoplasma



vacuolos

Trofozoitos ativos e rapidos



Ciclo bioldgico — T minuta

Ingestao de cistos
Resistem ao pH estdmago

Processo de desencistamento no final do ID e inicio IG com
temperatura de 37°C em meio anaerdbio

Um cisto tetranucleado entra em divisdo e produz oito
amebas com um so6 nucleo - metacisto.

Amadurecimento do metacisto e formacao de trofozoitos.

Os trofozoitos ficam aderidos a parede intestinal
alimentando-se de bactérias e detritos. (10-20um)

Multiplicacdo na luz do IG



Ciclo biolégico

Trofozoitos sao encontrados em fezes diarréicas.

Processo de encistamento:
formacdo dos pré-cistos
diminuicdo da atividade de fagocitose

Diminuicdo da motilidade pela ndo emissao de
pseudopodes

desaparecimento dos vactiolos,
aparecimento dos corpos cromatoides

transformacao em pré-cistos e secrecao de membrana
cistica



Ciclo biolégico

Divisdao nuclear com producao de cistos
tetranucleados.

Grande area do citoplasma ocupada por formacao de
glicogénio.
Obs: A coloracdo por hematoxilina férrica remove o
glicogénio deixando no lugar um grande vacuolo vazio,

enquanto na coloracao por lugol, o glicogénio cora-se de
castanho —avermelhado.

Os cistos sdao eliminados pelas fezes.
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Trofozoito magna

Trofozoito magna:

Adquirem a capacidade de invadir a mucosa intestinal
penetrando nos tecidos e produzindo formas ainda maiores.

(até 60 pum)

Producao de hialuronidase, proteases e mucopolissacaridases
Fagocitose de hemadcias.

Emissao de pseuddpodes grossos e digitiformes

Divisdo binaria

Incapacidade de producao de cistos

Raramente encontrada nas fezes exceto em casos de diarréia e
disenteria
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Trofozoito magna

Metabolismo trofozoitico
Utilizacdo de glicose e producdo de acido pirarvico

Grande necessidade de ferro utilizado pelo protozoario
para mecanismos respiratorios



Ciclo ndo-patogénico
na luz do intestino
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Patogenia da forma magna

Amebose intestinal cronica
Colite amebiana fulminante
Apendicite amebiana
Amebose hepatica

Abcesso amebiano pulmonar

Amebose cutinea






Patogenia da forma magna

Varia conforme a cepa
Dependentes da flora bacteriana

LesOes iniciais no intestino grosso. Mutiplicam-se pela
submucosa, ganhando profundidade até atingirem o
tecido muscular.

Exercem acdo litica por processo enzimatico
Produzem necrose

Invasdo da corrente sanguinea pelo sistema porta
podendo atingir o figado, pulmades, cérebro e pele
(normalmente da regido anal e genital).
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Patogenia

Observa-se escassez de infiltracoes leucocitarias em
torno dos parasitos

Incidéncia de infeccao bacteriana no tecido

Lesdoes com maior frequéncia na regiao cecal, no
sigmoide e no reto

Locais de transito rapido sdo menos frequentes
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Patogenia

Forma hepatica:
Maior resisténcia ao parasitismo amebiano

Causam necrose de coagulacao com liquefacao asséptica
do tecido pela producdo de abcessos amebianos

Material necrosado formado por tecido hepatico lisado,
sangue, bile, e algumas amebas - pus de chocolate

Lesoes antigas podem ser envolvidas por capsula
fibrotica.
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Patogenia

Sintomas

Dor ou desconforto no hipocdndrio direito que se agrava
com movimentacgao.

Confunde-se com célica biliar.
Febre irregular com calafrios, suores, nauseas e vomitos.

Figado aumentado de volume e doloroso a percussdo na
area do abcesso.

Ligeira ictericia.
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Patogenia

Amebiase pulmonar :

Invasdo tordcica pode ocorrer via hematogénica ou

hepatobréonquica - ruptura do abcesso hepatico na
cavidade pleural e peritonial

Sintomas

Tosse com expectoracdo de material gelatinoso, ora de
coloracao achocolatada ora avermelhada

Febre
Dor toracica

Em caso de infeccOes bacterianas secundarias: secrecao
de aspecto amarelado.



Entamoeba coli

Cistos esféricos medindo entre 10 e 35 um

Cariossoma excéntrico

Membrana nuclear grosseira com granulos cromaticos irregulares
Corpos cromatdides finos — ndo visualizados em cistos maduros



Vactolo de glicogénio de cisto imaturo
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15a 50 pm

o Movimentos lentos
o Citoplasma ndo diferenciado
o Trofozoitos com cariossoma grande e excéntrico
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E. hartmanni

Nao patogénico
Localizado na luz do Intestino grosso
Fagocitose de bactérias e fungos

Morfologicamente confundido com formas pequenas
de E.histolytica

Diagnostico diferencial pela morfologia do ntcleo ou
tamanho dos cistos
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E. hartmanni

Trofozoito medindo 5a 12 pm

Movimentos ativos

Cariossomo pequeno, puntiforme e central.
Cromatina periférica igualmente distribuida.

Cisto com 4 nucleos e cromatina fina, medindo 4 a 10
{m

Possui corpos cromatdides com extremidade
quadrada.



P N

E. hartmanni

Cisto




Trofozoitos — método tricOmio
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Endolimax nana
s trofozoito
10.0 um !

Menor ameba que vive no homem
Citoplasma claro
Membrana nuclear fina e sem graos de cromatina

Cariossoma grande irregular



Endolimax nana

Cisto oval com aproximadamente 5a 10 um

Presenca de 4 nucleos pequenos pobres em cromatina
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lodamoeba butschilii

Cistos

Possui somente um nucleo
Presenca de grande vacuolo de glicogénio
10212 um



lodamoeba butschilii

e Trofozoitos

Nucleo com membrana espessa e sem cromatina periférica
Cariossoma muito grande e central



/\/

Blastocystis hominis

* Podem apresentar trés formas morfolégicas:
vacuolar, granular e ameboide.
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Blastocystis hominis

9a15pum
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- Protozoario

(cistos)

E.coli

E. histolytica/
dispar

E. hartmanni

E.nana

L butschilii

Tamanho
pm

10435

10 a 20

5a12

5a7

10 a 12

Qtde
Nucleos
(cistos)

1a8

1a 4

1a 4

1a 4

Cariossoma

excéntrico

central

central

grande e
irregular

grande e
central
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Cromatina Corpos

periférica

irregular

regular

regular e
fina

ausente

ausente

cromatoides

finos

bastonete

extremidade
quadrada

ausente
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Formas de diagnostico

Identificacdo de trofozoitos e cistos

Andlise macroscopica do aspecto e consisténcia das
fezes

Verificacdo da presenca de muco ou sangue



Formas de diagnostico

Fezes liquidas
Coletadas e analisadas em até 30 minutos
Encontro de formas trofozoiticas

Encontro de hemacias no campo microscopico devido as
ulceracdes no caso de E.histolytica

Fezes formadas:

Amostras coletadas depois de 24 horas: utilizacdo de
conservantes: MIF, SAF, PVA e formol 10%

Encontro de cistos



Formas de diagnostico

Técnicas para pesquisa de trofozoitos:
Método direto a fresco

Hematoxilina férrica

Fezes formadas:
Utilizacdo de métodos de concentracao
Centrifugo-flutuacao: Método de Faust
Flutuacao espontanea: Método de Willis



/
- Formas de diagnostico imunologico

para E.histolytica/E.dispar

Imunologico:

ELISA
Hemaglutinacdo indireta
Imunoflorescencia indireta

Teste de dupla difusdao ou de Ouchterlony realizado em
agar com diferentes antigenos



Método direto a fresco

1- Colocar duas a trés gotas de salina a 0,85% em uma
lamina de vidro.

2- Tocar com a ponta de um palito em varios pontos das
fezes, transferindo uma pequena porcao para a lamina de
microscopia.

3- Espalhar as fezes, fazendo um esfregaco e examinar ao
microscopio. A espessura do esfregaco ndo deve impedir a
passagem de luz.

4- Cora-se a preparacao com Lugol. O uso de laminula é
facultativo.

5 — Realizacdo de cinco laminas para analise de cada
asmotra.



Hematoxilina férrica

E uma preparacao de esfregaco permanente corado
Conservacao das caracterisicas morfologicas

Reagentes:
Liquido de Schaudinn (fixador)
Altimen de ferro a 2,5%
Hematoxilina a 0,5%
Alcool-salicilato



Hematoxilina férrica

Filtrar as fezes, conservadas em Schaudinn ou SAF, em
gaze dobrada quatro vezes.

Transferir cerca de 2 ml para um tubo e centrifugar por
um minuto a 1.500 rpm.

Desprezar o sobrenadante, acrescentar solucdo salina a
0,85%, homogeneizar e centrifugar novamente.

Repetir a operacao até obter um sobrenadante limpido

Desprezar o sobrenadante e acrescentar, ao sedimento,
duas gotas de soro humano inativado.



Hematoxilina férrica

Misturar bem e fazer esfregacos finos sobre laminulas.
A laminula deve ser presa a um suporte de borracha
pequeno (pode ser utilizada a borracha que serve de
rolha em vidro de penicilina) por meio de um entalhe,
para facilitar o manuseio e a identificacao do material.
Desta forma, é possivel a coloracdao de varias amostras
a0 mesmo tempo.




Hematoxilina férrica

Sem deixar secar o esfregaco, colocar a laminula com o
esfregaco voltado para baixo, em uma placa de Petri
contendo o fixador de Schaudinn com 5% de acido
acetico por 10 minutos.

Passar a laminula com o esfregaco voltado para cima
para as placas de Petri subseqgiientes, contendo os
seguintes reagentes:



Hematoxilina férrica

a) alcool 70% (para retirar o excesso de fixador) -2

minutos

b) alcool 70% iodado, isto é, contento algumas gotas
de tintura de iodo até atingir a cor de vinho do porto

(para reagir com o mercurio) - 5 minutos
¢) alcool 70% (para precipitar o mercurio) -2 minutos
d) lavar em agua destilada (para retirar o excesso de

mercurio) 1 minuto



Hematoxilina férrica

e) alimen de ferro 2,5% (mordente que fixa o corante)
10 minutos

f) lavar em dgua destilada (para retirar o excesso de
ferro) 1 minuto

g) hematoxilina 0,5% (corante) 5 minutos

h) lavar em 4agua destilada para retirar o excesso do

corante- 5 minutos

i) alimen de ferro 2,5% (diferenciador). Obs: O
esfregaco deve permanecer nessa solucao até atingir
uma coloracado lilas clara azulada.



Hematoxilina férrica

j) lavar em agua destilada 1 minuto

k) alcool 70% (desidratar) 2 minutos
1) dlcool 80% (desidratar) > minutos
m) alcool 95% (desidratar) 2 minutos
n) alcool absoluto (desidratar) 2 minutos

0) alcool-salicilato (para preparar o material para
diafanizar) 2 minutos

p) salicilato de metila 2 minutos



Hematoxilina férrica

Montar em lamina de vidro com balsamo-do-canada
ou em resina sintética com o esfregaco voltado para
baixo.

Deixar secar e examinar com objetiva de imersado.



Método de Faust

1- Diluir 10g de fezes em 20 ml de agua

2- Homogeneizar bem.

3- Filtrar em gaze dobrada em quatro, num copo
plastico, e transferir para um tubo de Wasserman.

4- Centrifugar por um minuto a 2.500 rpm.

5- Desprezar o liquido sobrenadante e ressuspender o
sedimento em agua

6- Repetir as operacoes 4 e 5 até que o sobrenadante
fique claro.



Método de Faust

7- Desprezar o sobrenadante claro e ressuspender o
sedimento com uma solucao de sulfato de zinco a 33%,
densidade de 1,18 g/ml.

8- Centrifugar novamente por um minuto a 2.500 rpm.

9- Os cistos e 0s ovos leves presentes estardo na
pelicula superficial; a mesma é recolhida com al¢a de
platina, colocada numa lamina junto com uma gota de
Lugol e coberta com laminula.

O material deve ser examinado imediatamente. O
sulfato de zinco pode deformar os cistos e os ovos.



Método de Willis

1- Colocar 10g de fezes num frasco de Borrel ou no
proprio recipiente onde estdo as fezes

2- Homogeneiza-las com um pouco de solucao
saturada de sal (NaCl) ou de acticar

3- Completar o volume até a borda do frasco.

4- Colocar na boca do frasco uma lamina, que devera
estar em contato com o liquido.

5- Deixar em repouso por 5 minutos.
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