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Imagem de fundo da capa: Gota espessa corada pelo método de Giemsa demonstrando infeccéo mista
por Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax. Observam-se formas em anel e um gametdcito de P,
falciparum, além de um grande trofozoito de P, vivax.

Destaques da capa: Fotomicrografias de esfregacos delgados corados pelo método de Giemsa,
demonstrando, em sentido horario a partir do canto superior esquerdo: trofozoitos jovens (formas em
anel) de 1) Plasmodium falciparum, 2) Plasmodium vivax, 3) Plasmodium malariae e 4) Plasmodium
ovale; e trofozoitos maduros de 5) Plasmodium falciparum e 6) Plasmodium vivax.

Imagem de fundo da contracapa: Gota espessa corada pelo método de Giemsa demonstrando infec¢éo
mista por Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax. Observam-se um gametdcito e varias formas
em anel de P, falciparum, além de um trofozoito de P, vivax.
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Figura reproduzida (com pequenas alteragdes) de Bruce-Chwatt’s Essential Malariology, London, Arnold, 1993

de H.M. Gilles e D.A. Warrell (eds.).
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Prancha 2a

Introducao

Estas Pranchas para o diagnéstico microscdpico da maldria servem
como guia para laboratoristas e técnicos de campo responsaveis por
diagnostico microscdpico da maldria pelo método de Giemsa. Tam-
bém devem ser tteis para professores e alunos de disciplinas correlatas.

As pranchas mostram fotomicrografias coloridas de laminas de
sangue (esfregacos e gotas espessas), coradas, e texto explicativo
sobre as quatro espécies de parasitos causadores da malaria huma-
na e sua morfologia. Sdo fornecidas descri¢des completas de cada
espécie, bem como instru¢des sobre o preparo de laminas e esfre-
gagos, o uso de solugdes tampao, o método de coloragio Giemsa,
o exame das ldminas e procedimentos para estimar a densidade
parasitaria. Nada serd adicionado sobre knowlesi e simium? Acho
importante até para que as pessoas saibam com o que se parecem.

Também sdo descritos outros elementos celulares observados
no sangue, bem como varios contaminantes comuns que po-
dem ser confundidos com parasitos da maldria. Outros para-
sitos que podem ocorrer em esfregacos de sangue periférico
também sdo apresentados.

As boas priticas de biosseguranga para o manuseio de amostras de
sangue sdo claramente abordadas.

Alguns profissionais de satide consideram que suas habilida-
des clinicas em diagnosticar a maldria sdo consistentemente
precisas. Porém, é sabido que o diagnéstico confidvel exige a
confirmacdo por um microscopista experiente de que existem
parasitos causadores da malaria numa amostra de sangue obti-
da do paciente, preparada e corada.

A chamada gota espessa, se confeccionada e corada da maneira
correta, é usada rotineiramente por examinadores experientes
para identificar os estadios do parasito e as espécies causadoras
da maldria humana. Havendo duvida, um breve exame do es-
fregaco correspondente geralmente confirma o diagndstico. A
exatiddo é essencial, pois a abordagem ao paciente e a conduta
terapéutica podem variar de acordo com a espécie, sua resistén-
cia aos medicamentos antimalaricos e a gravidade da infecgao.
Um erro no diagndstico, especialmente em casos de Plasmo-
dium falciparum, pode levar rapidamente a uma emergéncia
médica, com risco de morte.

Para facilitar a consulta, as pranchas e o texto que as acompanha
estdo organizados consecutivamente (quando possivel) seguindo a
rotina usual de um laboratério. Finalmente, a contracapa da cole-
¢do contém uma lista de leituras adicionais recomendadas.

A malaria e seu ciclo bhioldgico

A cada ano, a maldria afeta aproximadamente 250 milhdes de
pessoas ao redor do mundo, e mais de 880.000 (principalmente
criangas) morrem da doenca. A maldria é mais prevalente nos pai-
ses em desenvolvimento da Africa e da Asia. E causada por um
protozodrio do género Plasmodium, do qual quatro espécies sio de
importancia para o ser humano: Plasmodium falciparum (a mais
perigosa), P. vivax, P malariae e P. ovale. Os parasitos da malaria
invadem e destroem as hemacias (globulos vermelhos do sangue)
e podem afetar 6rgdos vitais, inclusive o cérebro. A maioria das
mortes é resultado da malaria cerebral, causada por P, falciparum.

A maldria é transmitida aos seres humanos pelas fémeas dos mos-
quitos Anopheles. Das 70 espécies que transmitem malaria ao re-
dor do mundo, cerca de 40 sdo vetores importantes. Os mosquitos
sdo infectados quando se alimentam de uma pessoa cujo sangue
contém gametocitos, as formas sexuais do parasito. Os gameto6-
citos femininos (macrogametdcitos) e masculinos (microgame-
tocitos) amadurecem no intestino do mosquito. A fertilizagdo de
um macrogameta (feminino) por um microgameta (masculino)
resulta em um oocineto ou zigoto moével, que migra para a parede
intestinal e se transforma em um oocisto. O oocisto divide-se as-
sexuadamente em até 10.000 esporozoitos em forma de fuso e se
rompe. Os esporozoitos entio migram para as glandulas salivares
do mosquito. O desenvolvimento e a multiplicacdo do plasmddio
no vetor dependem da temperatura ambiente: o tempo entre o con-
sumo inicial de sangue infectado (repasto sanguineo) e a primeira
picada infecciosa pode demorar de 7 a 14 dias em temperaturas
de 30 a 25°C, ou até mais em temperaturas inferiores. Uma vez
que os esporozoitos entram na corrente sanguinea do hospedeiro

humano, sdo transportados para o figado, onde invadem as células
parenquimatosas (hepatdcitos) e se transformam em esquizontes
exoeritrociticos.

Segue-se uma fase de multiplicagio de 5,5-15 dias. Depois, de-
pendendo da espécie, o esquizonte maduro se rompe, liberando
milhares de merozoitos na corrente sanguinea. Na malaria por P
vivax e P. ovale, alguns esporozoitos ndo se transformam imedia-
tamente em esquizontes; permanecem dormentes por meses na
forma de hipnozoitos. Este periodo latente antes do desenvolvi-
mento prosseguir explica as recaidas observadas na malaria pro-
vocada por essas duas espécies. Nem P, falciparum nem P. malariae
formam hipnozoitos, embora a recidiva devida a hemadcias parasi-
tadas ndo seja incomum na malaria sem tratamento.

Os merozoitos invadem as hemadcias, onde se nutrem da hemoglo-
bina e se desenvolvem, formando trofozoitos. Os trofozoitos se
tornam esquizontes nessa fase eritrocitica, produzindo pigmen-
to maldrico como subproduto do metabolismo. A reprodugio é
por divisdo assexuada (esquizogonia eritrocitica). Os esquizon-
tes maduros tém de 6 a 24 merozoitos, dependendo da espécie. A
ruptura da hemdcia infectada libera merozoitos na corrente san-
guinea, onde infectam novas hemacias, retomando o ciclo. A febre
ocorre no momento da ruptura das hemacias. A repetigdo deste
ciclo resulta em niveis crescentes de parasitemia. Apds varias roda-
das de esquizogonia eritrocitica, alguns merozoitos se diferenciam
em micro ou macrogametocitos, que, quando ingeridos por um
mosquito anofelino durante um repasto sanguineo, dao origem a
outro ciclo de transmissdo (ver Prancha 1b).
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Elementos figurados, alteracdes comuns e outros contaminantes no esfregaco

a b C d

Leucdcitos (globulos brancos) no esfregaco Neutrdfilos (a), eosindfilos (b), linfocitos (a célula menor), monécitos (€) e basdfilos (d) sdo comumente encontrados no esfregago.

e f g h

Plaquetas livres entre as hemacias. Quando ha plaquetas individuais sobrepostas as hemdcias (e) ou agrupadas (f), elas se assemelham superficialmente a esquizontes, e podem ser
identificadas incorretamente como tal. Os anéis de Cabot (g, h), uma inclusdo celular que geralmente toma a forma de um anel ovalado, ocorrem na anemia grave. Acredita-se que sejam
restos de fibras do fuso formadas durante a mitose.

i j K |

Corpisculos de Howell-Jolly (i, j) sdo fragmentos nucleares (DNA) de coloragdo roxa, as vezes confundidos com os granulos de cromatina do parasito da malaria. Os corpUsculos de Pa-
ppenheimer sdo pequenas inclusdes basofilicas e irregulares encontradas nas hemdcias; podem ocorrer em associagdo com os corpusculos de Howell-Jolly () ou isoladamente (k, coloragdo
de Wright; fotomicrografia cortesia de Christiane Wahl). Qutros objetos ndo facilmente identificados (I) podem ser confundidos com parasitos da maldria por microscopistas inexperientes.

m n 0 p
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Contaminacao das laminas A contaminagéo bacteriana pode ser visualizada na lamina como um aglomerado sobreposto a uma hemdcia (m). LAminas mal lavadas apds a coloragéo podem
reter depdsitos de corante (n). Se anticoagulado e mantido a temperatura ambiente, o sangue infectado com malaria geralmente apresenta microgametacitos e microgametas em exflagelagéo
(0). Na imagem dividida (p), vé-se um Unico microgameta com niicleo central adjacente a uma hemécia infectada. Na imagem da direita, observa-se um espiroqueta tipico da espécie Borrelia.
Embora o espiroqueta parega semelhante a um microgameta da maléria, € mais longo, mais espesso € ndo possui nicleo.
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Biosseguranca no manuseio de amostras de sangue

Os laboratdrios devem seguir as diretrizes nacionais de biosseguran-
¢a, baseadas em normas internacionais consagradas. Toda amostra de
sangue deve ser considerada potencialmente infectante, e a equipe do
laboratorio deve ser treinada para configurar e usar procedimentos
operacionais padrao e diretrizes de biosseguranca, como segue:

1. Os procedimentos operacionais padrdo devem estar claramente
escritos e cobrir todas as etapas dos procedimentos que estdo
sendo realizados.

2. Treine os funcionarios do laboratério nesses procedimentos.

3. Sempre use equipamento de protegio individual (EPI) no
laboratdrio.

4. Use luvas de latex ao colher e manusear amostras de sangue.

5. Evite tocar nos olhos, nariz ou pele com as maos enluvadas.

6. Retire as luvas assim que o trabalho estiver terminado. Néo saia
do local de trabalho usando luvas de protecio.

7. Descarte luvas consideradas contaminadas ou gastas, lave as
maos e vista um par de luvas novas.

8. Lave as maos com agua e sabdo imediatamente apds qualquer
contaminagio e apos o término do trabalho.

9. Lave bem com 4gua e sabdo quaisquer ferimentos perfurantes
ou cortantes, bem como qualquer area da pele contaminada por
sangue derramado, ou mesmo respingos.

10. Notifique imediatamente ao supervisor do laboratdrio todos os
derramamentos de sangue, acidentes com materiais pérfuro-cor-
tantes e exposigdes reais ou potenciais a amostras infectantes.

11. Descarte as lancetas usadas e agulhas e outros materiais conta-
minados em um recipiente para pérfuro-cortantes.

12. Ao final de cada turno ou dia, limpe todas as superficies de tra-
balho com um desinfetante geral, como solu¢do de hipoclori-
to de s6dio em uma concentragdo de 0,1% de cloro disponivel
(1g/L).

13. Ndo coma ou beba longe de areas designadas; nao deve ser per-
mitido fumar em hipétese alguma.

14. Restrinja o acesso ao laboratorio a pessoal autorizado.

1 2
3 4
5 6

Preparo de gota espessa e esfregaco na mesma
lamina para microscopia de rotina

Como rotina, analisa-se somente a gota espessa; o esfregaco é usa-
do como rétulo e para confirmar as espécies quando a identificacdo
for dificil.

Vocé precisara de: laiminas limpas e embaladas; lancetas estéreis; al-
cool etilico a 70%, agua; algodado absorvente; luvas de latex; pano de
algodao limpo e sem fiapos; caixa ou tampa para proteger as laminas
de insetos voadores e poeira; fichas de registro; lapis de ponta macia;
e caneta esferografica.

1. Segure a mio esquerda do paciente, com a palma voltada para
cima, e pegue o terceiro dedo a partir do polegar. Use o deddo
do pé para bebés, mas jamais o polegar (em criangas ou adultos).

Remova qualquer gordura e sujeira limpando a ponta do dedo com
algodéo levemente embebido em alcool etilico a 70%.

Faca movimentos firmes para estimular a circulagio sanguinea, e
seque o dedo com uma gaze ou pano de algodao limpo.

2. Usando uma lanceta estéril, perfure a polpa do dedo com um
movimento rapido, como se estivesse enrolando a lanceta.

Ordenhe a primeira gota de sangue e remova-a com um algodéo
seco. Certifique-se de que ndo tenha ficado nenhum fiapo de al-
godio no dedo que poderia se misturar ao sangue.

3. Manuseie as laminas somente pelas bordas. Agindo rapidamen-
te, colha uma so6 gota de sangue, mais ou menos deste tamanho
@, bem no meio da lamina.

Aperte o dedo para que saiam trés gotas maiores de sangue, mais
ou menos deste tamanho @, e coloque-as a cerca de 1 cm da gota
unica destinada ao esfregaco.

Seque o dedo e aplique pressdo no local puncionado para estan-
car o sangue.

4. Esfregaco. Apoie a lamina com sangue em uma superficie plana
e firme. Usando uma segunda lamina limpa (a chamada lamina
distensora ou extensora), toque a gota menor de sangue até que
o sangue corra ao longo da borda. Empurre a lamina distensora
delicadamente mas com firmeza, mantendo um angulo de 45° e
garantindo que ela permaneca em contato uniforme com a su-
perficie da primeira lamina.

5. Gota espessa. Para confeccionar a gota espessa, segure a lamina
distensora pelas bordas ou por um canto. Use a quina da lami-
na distensora para juntar rapidamente as trés gotas de sangue,
espalhando-as um pouco para formar uma pelicula grossa e uni-
forme. Ndo “misture” as gotas excessivamente. Bastam de trés a
seis movimentos continuos para fazer uma gota espessa circular
ou retangular. A gota espessa circular deve ter cerca de 1 cm de
diametro.

6. Assim que o esfregaco estiver seco, escreva as informacgoes do
paciente nele com um lapis macio. Nao use caneta esferografica
para rotular. Coloque a gota espessa para secar com a lamina pla-
na e nivelada. Cuide para que fique ao abrigo de moscas, poeira,
calor extremo e luz solar.

A lamina distensora pode ser usada para preparar o esfregaco do
proéximo paciente; a proxima lamina limpa retirada da embalagem
se torna a nova lamina distensora.

As laminas secas devem ser enviadas rapidamente para o laboratd-
rio, juntamente com as informagdes ou ficha do paciente.

Observe rigorosamente as medidas apropriadas de seguranca du-
rante todo o processo.
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Plasmodium falciparum esfregaco

e f g h

Trofozoitos. O “anel” delgado de citoplasma azul tipico dos trofozoitos de P, falciparum é menor do que o das outras trés espécies, com um granulo (nico (mas muitas
vezes duplo) de cromatina vermelho-rubi (a-e). Os merozoitos invadem hemécias de todas as idades, e as infeccbes multiplas sdo frequentes (f-h). A forma chamada de
“appliqué” da a impressao de que o parasito esta fora, e ndo dentro, da hemdcia (f, g). A heméacia infectada ndo aumenta de tamanho. As fendas de Maurer sdo visualiza-
das somente em ldminas muito bem coradas (g). Na malaria por falciparum, ndo se visualizam trofozoitos em crescimento nem maduros, exceto em infecgdes com carga
parasitaria muito alta. A fagocitose é evidenciada pelas massas de pigmento maldrico nos granulcitos (h).

| j k |
Esquizontes. Os esquizontes sdo raros no sangue periférico. Geralmente, 0s esquizontes maduros sdo compactos, contendo de 16 a 24 merozoitos (varia de 8 a 40). O
pigmento geralmente se encontra fundido em uma massa nica ou dupla, que pode estar localizada em qualquer lugar da hemécia i, j).

m n 0 P

Gametocitos. Em estagio inicial, os gametdcitos tém o aspecto de corpos em forma de fuso; geralmente € dificil ver a membrana das hemacias (k, n, seta). Rapidamente,
se transformam nos tipicos corpos em forma de banana ou salsicha, com extremidades arredondadas (m-0). Os macrogametdcitos tém citoplasma azul, e a cromatina é
uma massa roxa escura; o pigmento é mais escuro e mais concentrado do que nos microgametdcitos (m, n). O citoplasma dos microgametdcitos ¢ arroxeado ou rosado,
a cromatina € mais difusa e os granulos de pigmento estdo dispersos pelo organismo (0). Alguns microgametdcitos tomam formas bizarras (p), dificultando o diagndstico.
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Cuidado das laminas

Limpeza e armazenamento das laminas

Laminas mal limpas resultam em esfregacos de ma qualidade e
exames imprecisos, colocando os pacientes em risco. Para obter
exames confidveis, certifique-se de que as laminas estdo bem esco-
lhidas, limpas, embaladas e armazenadas.

Use laminas de vidro de qualidade “superior”, com bordas foscas.
Alguns microscopistas preferem laminas com uma ponta fosca
para servir como rétulo. Nos trépicos, [aminas de baixa qualidade
rapidamente tornam-se opacas, embagadas e intiteis. Mesmo lami-
nas “pré-lavadas” ainda precisam ser lavadas e secas antes do uso.

Laminas para uso em laboratério hospitalar

B Coloque as laminas novas separadas, uma a uma, em uma so-
lugdo morna de agua e detergente. Deixe da noite para o dia.

B Segurando um pano de algodéo entre o dedo indicador e o po-
legar, limpe cada ldmina nos dois lados.

B Enxague cuidadosamente cada lamina em dgua corrente para
remover o detergente.

B Descarte o excesso de agua de cada lamina e guarde-as em um
frasco cheio de dlcool com tampa de rosca.

B Quando necessario, seque as ldminas com um pano de algodio
limpo e que ndo deixe fiapos. Manuseie-as apenas pelas bordas.

Laminas para pesquisa ou colegoes histologicas/
bancos de laminas

B Recicle as laminas usadas, mergulhando-as da noite para o dia
em uma solucdo morna de detergente; limpe cada lamina indi-
vidualmente, como acima, para remover todos os vestigios de
6leo de imersdo e o esfregaco de sangue anterior.

B Quando estiverem limpas, enxdgue bem as laminas para remo-
ver o detergente.

B Seque cada lamina com um pano de algodido que nio deixe fia-
pos; separe as laminas lascadas ou arranhadas para usé-las em
outras tarefas no laboratério.

B Corte papel limpo em pedagos de 11 cm x 15 cm. Embrulhe
as laminas secas em pacotes de 10; dobre as extremidades do
papel para baixo e prenda com fita adesiva transparente.

B Armazene-as nas caixas originais das laminas (10 pacotes por
caixa) e mantenha-as em um armario em local morno até usar.

Erros comuns na confeccao do esfregaco sanguineo

Vérios erros sio comuns na confec¢io e preparo de laminas de san-
gue (gota espessa e esfregaco). Tais erros podem afetar negativa-
mente a rotulagem, a coloragio e o exame.

Esfregaco grande demais e orientado na diregdo errada; gota es-
pessa no lugar errado

Esfregacos mal posicionados na lamina podem raspar nas bordas
da cuba de coloragio e no suporte de secagem; também dificultam
o alinhamento da lente objetiva do microscdpio para exame.

Muito sangue

Apés a coloragio, o campo da gota espessa ficard fortemente cora-
do devido ao excesso de leucdcitos, o que obscurecera os parasitos;
as muitas camadas de hemadcias fixadas tornarao impossivel o exa-
me do esfregago.

Pouco sangue

O exame padrio nao serd possivel, e o esfregaco serd pequeno de-
mais para usar como rétulo.

N
i

Lamina engordurada

Partes da gota espessa se desprenderdo durante a coloragio; a la-
mina ficard irregular, dificultando o exame e tornando o resultado
ndo confiavel.

Lamina distensora com borda lascada

O esfregaco delgado tera muitas “caudas’, e a gota espessa pode
ficar irregular.

—

—

Em ambiente quente e umido, a demora na coloragio pode levar
a autofixacdo da gota espessa, o que resulta em uma ldmina opaca
e mal corada.

Outros problemas comuns

Outros problemas comuns que ocorrem com frequéncia no prepa-
ro de laminas de sangue incluem:

B consumo do sangue seco como alimento por moscas, baratas
ou formigas, o que danifica o esfregaco;

uso de laminas muito arranhadas ou lAminas
com a superficie “jateada” ou brilhante;

secagem desigual da gota espessa;

ocorréncia de autofixacdo da gota espessa com o passar do tem-
po ou por exposi¢io ao calor, dificultando ou afetando a quali-
dade da coloragio; e

B embrulhar as laminas juntas antes que todas as gotas espessas

estejam devidamente secas, fazendo com que as laminas gru-
dem umas nas outras.
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Pranchas para o diagnéstico microscopico da

Plasmodium falciparum em gota espessa

d e f

As formas em anel sdo pequenas, delicadas e numerosas e tém citoplasma escasso (¢, d); as formas em virgula sdo abundantes, assim como 0s anéis distorcidos pela
desemoglobinizagdo durante a coloragdo. Granulos duplos de cromatina sdo comuns, e 0s trofozoitos mais antigos contém mais citoplasma, mas os outros estadios geral-
mente estdo ausentes (a, b). Esquizontes sdo vistos raramente, em infecgdes com carga parasitéria elevada (d, setas). A presenca de grande nimero de formas em anel
sem outros estadios é patognomdnica desta espécie (¢), assim como a presenca de anéis e gametocitos tipicos em forma de banana (e).

Alguns campos parecem conter apenas gametdcitos (f, g). O manuseio indelicado do sangue durante a confecgéo da lamina ou, mais comumente, a secagem lenta de-
mais da gota espessa estimula alteragdes morfoldgicas nos gametdcitos que dificultam um diagndstico definitivo do estadio (h). Infeccbes mistas podem ser mais comuns

durante a época de transmisséo. As fotomicrografias i, j € k mostram um gametocito de P, falciparum, numerosas formas em anel de P, falciparum e (seta) um trofozoito
de P, vivax; | mostra um gametdcito de P, falciparum e um trofozoito de P, vivax (seta).
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Cuidados com o microscopio e sua utilizacao

0 microscopio

Para microscopia de rotina da maldria, utiliza-se um micros-
copio binocular composto. Com um par de lentes oculares
para ampliagdo 10x e uma objetiva de imersdao em dleo com
ampliagdo 100x, gera uma amplia¢do de 1000x. Para diagnds-
tico da maldria, a microscopia com ilumina¢io natural (luz do
dia e um espelho) néo é ideal e ndo é recomendada. Para obter
eficiéncia, é preciso haver uma fonte de luz artificial (lampada
embutida na base e condensador abaixo da platina). De prefe-
réncia, um sistema de iluminagdo LED, alimentado por bateria
ou energia solar, deve estar disponivel para microscépios que
serdo utilizados em dreas remotas, com suprimento inadequado
de eletricidade. Esse tipo de lampada é barato e deve ser inclui-
do no orcamento durante o planejamento. Um filtro azul “luz
do dia” converte a luz amarela (elétrica) em luz natural branca,
ajudando a minimizar as diferengas cromaticas entre os parasi-
tos corados, facilitando o diagndstico da malaria.

Ajustando a iluminagao do microscopio

Para ajustar o microscopio, acenda a lampada, levante o condensa-
dor a0 maximo e abra o diafragma para dois tercos da sua abertura
maxima. Retire uma ocular e, enquanto olha pelo canhdo, alinhe o
condensador e alampada de modo que o ponto mais forte de luz fi-
que no centro do condensador. Recoloque a ocular. Ajuste a objeti-
va para cima, mantendo-a longe da platina, e coloque uma gota de
6leo de imersdo na lamina a ser examinada. Olhando pela lateral
do microscépio, use o botdo de ajuste macrométrico para abaixar
delicadamente a objetiva até que a lente toque o 6leo de imersao.
Ajuste a luz para uma intensidade confortavel e faga o ajuste fino de
foco usando o botdao micrométrico. Examine a lamina conforme os
procedimentos padréo.

Ao final da sessio de trabalho, retire cuidadosamente o 6leo de
imersdo da objetiva com papel para limpeza de lentes. Remova
delicadamente o dleo de imersdo da lAmina examinada com um
lenco de papel macio.
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Cuidados com o microscopio

As lentes e prismas do microscopio devem ser protegidos con-
tra poeira e fungos. Quando nio estiver em uso na bancada,
o microscdpio deve ser protegido contra poeira com um pano
ou capa de plastico. Em climas umidos, o microscopio deve ser
armazenado em uma “estufa” para proteger as lentes do cresci-
mento de fungos. Esta deve ser uma caixa ou armario mantida
quente e seca com uma lampada de 15-25 W constantemente
acesa. Onde ndo houver eletricidade, cada microscopio deve
ser armazenado em uma caixa plastica com tampa hermética; a
umidade na caixa pode ser mantida baixa com um frasco aberto
cheio de silica gel ativa. A silica deve ser auto-indicativa (azul
enquanto ativa, rosa quando precisar ser reativada). Para rea-
tiva-la, basta aquecer no forno ou no fogao, geralmente duas
vezes por més. Microscopios, lentes, cAmeras e projetores pro-
tegidos dessa maneira podem ser mantidos permanentemente
livres do crescimento de fungos.

Sempre:

B cite o modelo do microscdpio, o nome e o nimero da pega
ao solicitar pecas de reposicdo, se possivel; e

B limpe o 6leo de imersao da objetiva diariamente.

Nunca:

B desmonte o microscdpio, a menos que seja treinado para
fazé-lo;

B use alcool para limpar o microscépio;

B deixe o porta-lentes descoberto. Use as tampas apropriadas
ou fita de vedagdo;

B use lentes e pegas de outros microscopios;

B transporte um microscopio sem garantir que o parafuso de
retengdo esteja bem preso.

Partes de um microscopio composto tipico
1. Tubo ou canhdo

Cabecote (prisma)

Revdlver (porta-objetivas)

Objetiva

Platina

Condensador com diafragma de abertura
Lampada

Base (pé)

© © N o g~ w DN

Ocular

-
o

Brago (estativa)

—_
—_

Botdo macroscopico

-
N

Botao microscopico
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Plasmodium vivax thin film

e f g h

Trofozoitos. E dificil diferenciar espécies quando apenas o estadio em anel esta presente. Em cada uma das fotomicrografias (a, b e ¢), as hemdcias infectadas ndo
estdo aumentadas de tamanho, ndo ha granulages de Schiiffner, tampouco formas ameboides. Cada uma dessas caracteristicas ajuda no diagnéstico da infecgéo
por P, vivax. A confirmagao requer um exame mais detido do filme e identificacio de outros estadios de P, vivax. Qutros estadios e a presenca de formas em anel,
como em a, b e ¢, pode sugerir uma infecgdo mista de P, falciparum e P, vivax. A infecgéo dupla dos eritrdcitos por P, vivax € menos comum. Num caso como d, 0
microscopista deve fazer um exame mais detalhado da lamina para se certificar de que seja P, vivax e néo P, ovale. A combinagéao de formas ameboides do trofozoito,
ingurgitamento celular consideravel e granulages de Schiiffner visiveis é altamente indicativa de infecgao por P, vivax (e-h).

i j K |

Esquizontes. Inicialmente grande e de aspecto ameboide, 0 esquizonte tipico se divide rapidamente em uma massa irregular, formando de 12 a 24 merozoitos.
Cada merozoito é composto por uma pequena massa de citoplasma (de coloragéo azul) e um discreto ponto de cromatina (vermelha). A granulagao de Schiiffner é
evidente, e 0 pigmento forma um ou dois pequenos aglomerados irregulares (i-1).

m n 0 P
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Gametacitos. Geralmente dificeis de distinguir dos trofozoitos maduros, os gametocitos costumam apresentar um contorno redondo e regular. Uma hemécia que
contenha um gametdcito geralmente estara aumentada, com granulagéo de Schiiffner bastante proeminente (m, n). Os macrogametdcitos (m, n) séo grandes e
predominantemente azuis, com uma pequena massa de cromatina compacta de cor vermelha muito forte e escura. Os microgametdcitos (o, p) apresentam-se
como uma massa grande e difusa de cromatina cor de tijolo, com um citoplasma azul claro que parece conter granulos dispersos de pigmento.
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Solucdes tampao para coloracao dos parasitos da malaria

Uma solugdo tampéo de fosfato a pH 7,2 ¢ essencial para um
exame microscopico preciso pelo método de Giemsa. Podem-
-se usar comprimidos tampao prontos, mas sdo caros e estra-
gam facilmente nos trépicos.

Solugdo tampao para uso diario

1. Dissolver 1,0 g de fosfato de s6dio dibdsico anidro (Na,H-
PO,) e 0,7 g de fosfato de potdssio monobdsico (KH,PO,)
em 1 litro de dgua destilada ou deionizada.

2. Verificar o pH com pHmetro, indicador colorimétrico ou
papel de tornassol.

3. Se o pH estiver abaixo de 7,2, ajustar com pequenas quanti-
dades de Na,HPO, a 2%; se o pH estiver acima de 7,2, adi-
cionar KH,PO, a 2%.

4. Assim que o tampio estiver equilibrado em pH 7,2, transfe-
rir para um frasco de vidro escuro bem fechado. Manter ao
abrigo da luz solar.

Esta solucdo dura algumas semanas, mas deve ser examinada
periodicamente para ver se nao ha bolor. Para isso, deve-se agi-
tar o frasco e desprezar a solugao quando estiver turva.

Solucao estoque (concentrada) para expedicdes de
campo ou campanhas em locais remotos

1. Dissolver 3,0 g de Na, HPO, anidro e 2,1 g de KH,PO, em 25
mL de agua destilada ou deionizada.

2. Se o pH estiver abaixo de 7,2, ajustar com pequenas quanti-
dades de Na,HPO, a 2%; se o pH estiver acima de 7,2, adi-
cionar KH,PO, a 2%.

3. Armazenar em frasco de vidro escuro. A soluc¢éo dura al-
gumas semanas; examinar regularmente se ha bolor como
descrito acima.

4. Para obter a solu¢io de trabalho, diluir 1 mL do concentra-
do em 20 mL de 4gua destilada ou deionizada.

Efeito do pH na coloracao

Para um diagnéstico consistentemente confidvel por micros-
copia, a dgua usada para diluir o corante precisa ser tampona-
da (pH 7,2). A agua deve ser deionizada ou destilada; a agua
da chuva ¢é acida demais, e a agua de rio ou pogo pode estar
contaminada com bactérias e outros micro-organismos. Se for
necessario usar agua potencialmente contaminada, ela deve
ser fervida, resfriada e filtrada. Essas precaucdes também se
aplicam a dgua usada para remover o corante ao final do pro-
cesso de coloragdo. Se a dgua usada para enxaguar as laminas
recém-coradas for 4cida, ela removera a coloragido. Uma colo-
ragdo perfeita pode ser estragada se, por exemplo, as delicadas
granulacdes de Schiiffner desaparecerem ao ser “enxaguadas”
por 4gua excessivamente 4cida. E altamente recomenddvel que
a dgua usada para enxaguar as laminas coradas tenha um pH
de 7,0 ou superior. Em regides de dgua dura, com solo rico em
calcario, a dgua da torneira costuma atingir o pH 7,2 e pode ser
usada tranquilamente para enxaguar as laminas.

O diagnostico preciso do estddio e espécie do parasito é basea-
do em combinagdes de cores, formas, tamanho e presenca de
pigmentos e formas de parasitos na gota espessa ou, se neces-
sario e o diagnéstico pela gota espessa for muito dificil, no es-
fregaco; quando a coloragio se assemelha a uma foto em preto

e branco (geralmente devido a um pH diferente do padrio de
7,2), cometem-se erros no diagnostico.

As quatro fotomicrografias de P. vivax abaixo ilustram o efei-
to do pH na colora¢io por Giemsa de parasitos da malaria e
elementos do sangue. Em (a), observe a coloragdo acentua-
damente azul-esverdeada das hemdcias em pH 7,6. H4 um
trofozoito reconhecivel, mas a granulagdo de Schiiffner no
citoplasma das hemadcias é muito ténue. Ao pH 7,4 (b), vé-se
uma hemadcia contendo um trofozoito, com colorac¢io azul-es-
verdeada; novamente, a granulagdo de Schiiffner no citoplas-
ma ¢ palida e pouco reconhecivel. O pH da dgua tamponada
usada para corar os parasitos em (c) foi aproximadamente 7,0:
a cromatina e o citoplasma estdo bem corados, com granula-
¢do de Schiiftner claramente visivel, facilitando o diagnéstico
de P. vivax (principalmente quando se considera o aumento
de tamanho das hemadcias infectadas). Quando um esfregaco
¢ obtido a partir de sangue anticoagulado, o pH do sangue
pode ter sido alterado. Nesses casos, pode ser preciso ajustar
o pH da agua tamponada por um processo de tentativa e erro.
No valor de pH ideal (7,2), as hemdcias apresentam aspecto
rosado, os trofozoitos ficam bem corados e as granulagdes de
Schiiffner sdo proeminentes (d).
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Pranchas para o diagnéstico microscopico da

Plasmodium vivax em gota espessa

d e f

As formas em anel de P, vivax sdo geralmente maiores que as de P, falciparum (a-¢; seta em ¢ aponta uma cromatina dupla) e contém “fantasmas” réseos de hemacias
desemoglobinizadas (b e ¢). Os trofozoitos nesta espécie variam consideravelmente de tamanho e forma; quando a coloragdo € de boa qualidade, as granulagtes de
Schiiffner delineiam claramente a &rea ocupada por cada hemécia infectada (e e f). Na gota espessa, 0s parasitos as vezes adquirem uma coloragdo bastante densa, e
certos estadios de P, vivax podem parecer surpreendentemente grandes (d e e). A presencga de varios estadios num mesmo esfregago geralmente indica infecgéo por P
vivax, mas o0 microscopista deve sempre permanecer alerta quanto a sinais de infecgéo mista.

j K |
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Mesmo os esquizontes jovens (g, h) sdo maiores do que em outras espécies, enquanto 0s esquizontes maduros (i) finalmente contém de 12 a 24 merozoitos. Os micro-
(k) e macro- (I) gametdcitos maduros apresentam as diferengas usuais na coloragdo, embora muitas vezes seja dificil para o microscopista diferenciar entre gametacitos
jovens e trofozoitos maduros (j, seta). Porém, na microscopia de rotina da malaria isso tem pouca importancia.
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Coloracao dos parasitos da malaria pelo método de Giemsa

A microscopia com coloragdo pelo método de Giemsa é o pro-
cedimento mais utilizado para demonstrar parasitos da maldria
em laminas de sangue (gota espessa e esfregaco).

Resultados da coloragao

Com algumas variagdes entre as espécies de plasmodio, a croma-
tina do parasito cora-se de um vermelho rubi muito forte, e o cito-
plasma de um azul claro a arroxeado; as granulagoes de Schiiffner
nas hemadcias infectadas com P, vivax ou P, ovale surgem como
pontos cor-de-rosa ou um “fantasma” réseo ao redor do parasito
na gota espessa. Os nuicleos dos leucdcitos variam de quase negros
a um roxo intenso, dependendo do tipo. O campo microscdpico
do esfregaco deve consistir de uma tinica camada de hemécias co-
radas de um rosa acinzentado muito claro. O campo microscopico
ideal de uma gota espessa deve variar de branco translucido a cinza
claro, com cerca de 20 leucdcitos por campo.

O corante necessario para a colora¢io de Giemsa esta disponivel
como solugio pré-preparada ou em p6 de boa qualidade. O ideal
¢ obté-lo de um fabricante respeitdvel. Como a qualidade da pro-
dugdo varia, cada novo lote de solugido estoque deve ser testado
quanto a qualidade (usando laminas sabidamente positivas como
controle) antes da aceita¢do para uso na rotina do laboratério.

Preparo da solucao estoque de corante Giemsa

B Medir 3,8 g de corante para Giemsa em p6, 250 mL de alcool
metilico e 250 mL de glicerol.

B Colocar 50 esferas solidas de vidro em um frasco de vidro
seco e quimicamente limpo. Despejar o corante em pé e adi-
cionar o alcool metilico.

B Fechar bem o frasco e agitar bem por 3-5 minutos.

B Adicionar o glicerol e agitar novamente. Repetir a agitagdo a
cada 30 minutos, cerca de seis vezes.

B Ao longo dos préximos 2-3 dias, agitar o frasco trés ou qua-
tro vezes para que a solu¢do fique bem homogénea.

B Esta é a solugdo estoque do corante. Decantar cerca de 25
mL para um frasco separado; esta serd a solugdo usada na
rotina do laboratério. Jamais devolva o corante nio utilizado
ao frasco de solugdo estoque.

B Rotular o frasco de solu¢io estoque com a data do preparo e
a pessoa responsavel.

Teste cada novo lote de solu¢io para determinar a dilui¢do e o
tempo de coloragio ideais. Os frascos de solugdo estoque de-
vem ser muito bem fechados e guardados ao abrigo da luz solar
direta. Se s6 houver frascos de vidro transparente, devem ser
cobertos com papel escuro.

Coloracao de gota espessa e esfregaco na mesma lamina

Ha dois métodos de Giemsa usados na microscopia de rotina.
O objetivo de cada método é o exame eficiente de uma gota es-
pessa corada corretamente; o esfregaco é usado somente como
rétulo e para identifica¢do de estadio(s) e/ou espécie(s) quando
néo for possivel estabelecer o diagnostico por meio da gota es-
pessa. Os dois métodos sio:

o método rapido (10%), geralmente usado em ambulatorios e
laboratdrios movimentados; e

o método lento (3%), usado para corar um nimero maior de la-
minas por vez para avaliagdo epidemioldgica, ensino ou pesquisa.

Método rapido (10%)
Adequado para laboratérios movimentados, onde é necessario

um retorno rapido do resultado. Exige mais corante do que o
método lento.

B Usando uma pipeta tipo Pasteur, cobrir o esfregago com algu-
mas gotas de alcool metilico para fixa-lo; deixar secar. Evitar
expor a gota espessa ao dlcool metilico ou aos seus vapores.

B Preparar uma solugdo de Giemsa a 10% em agua tamponada
apH 7,2. Para pequenas quantidades, obtém-se a concentra-
¢do correta com a propor¢do de trés gotas de corante Giem-
sa para cada 1 mL de tampaio.

B Com o sangue voltado para cima, derramar o corante deli-
cadamente sobre a lamina. Alternativamente, a ldmina pode
ser colocada (com o sangue voltado para baixo) em uma
cuba concava de coloracéo, e o corante derramado delicada-
mente entre a limina e a cuba.

B Deixar corar por aproximadamente 10 min.

B Remover delicadamente o excesso de corante com agua lim-
pa, pingada gota a gota. Néo verter o excesso de corante para
fora da lamina; isso deixa um depdsito de espuma para tras,
dificultando o exame.

B Colocar as laminas para secar, com o lado do sangue voltado
para baixo, em um rack ou suporte apropriado.

Método lento (3%)

Usado para corar 20 ou mais ldminas por vez. As laminas com
sangue sdo geralmente secas em estufa da noite para o dia, o que
faz o sangue aderir melhor a lamina, para que a coloragio seja
de melhor qualidade.

B Fixar os esfregacos com alcool metilico como de costume.
Apés a secagem, colocar as laminas uma de costas para a
outra em uma cuba de coloragao, com os esfregagos em uma
extremidade da cuba e as gotas espessas na outra.

B Preparar uma solugdo de Giemsa a 3% em dgua tamponada
a pH 7,2: adicionar 3 mL de corante a 97 mL de tampédo em
uma proveta graduada. Misturar bem.

B Verter o corante na cuba, diretamente sobre os esfregacos,
certificando-se de que o corante cubra as laminas. Manter
ao abrigo do sol.

B Deixar corar por 45-60 min (a gota espessa sofre desemo-
globinizagdo rapidamente neste processo).

B Agindo com rapidez, verter dgua limpa delicadamente na
extremidade da cuba onde estdo os esfregacos, removendo
assim a espuma brilhante esverdeada. Continuar adicionan-
do 4gua até que o corante tenha sido completamente substi-
tuido por dgua limpa. Drenar cuidadosamente a agua.

B Remover cuidadosamente as laminas e deixar secar, com o
lado do sangue voltado para baixo, em um rack ou suporte
apropriado. Certificar-se sempre de que o sangue ndo raspe
nas bordas do rack ou suporte, o que poderia retira-lo da
lamina.
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Pranchas para o diagnéstico microscopico dz

Plasmodium malariae em esfregaco

e f g h

Trofozoitos. P malariae ocupando hemacias maduras. As formas de anel sdo mais distintas do que em outras espécies, e o citoplasma é mais compacto e cora-se de azul
mais escuro; 0s granulos de pigmento malarico castanho-escuro a preto também surgem em trofozoitos mais jovens (d, €). Ndo ha aumento de tamanho das hemécias.
Algumas formas tipicas de trofozoitos s&o o0 “olho de passaro”, no qual a cromatina esta localizada no centro do vactolo; a “cesta” (f); e as formas em “banda” ou “faixa”
(g, h), consideradas caracteristicas da espécie. A coloracéo de Giemsa ndo demonstra granulacées de Ziemann a menos que o tempo de coloragio tenha sido considera-
velmente prolongado, e mesmo assim somente nas maiores formas tipo anel. Os trofozoitos maduros praticamente preenchem as hemécias infectadas.

i j k

Esquizontes. Os esquizontes jovens apresentam poucas divisdes de cromatina (i), mas 0s esquizontes maduros tém de 8 a 12 merozoitos, dispostos caracteristicamente
em uma formacgao de “rosacea” ou “roseta” em torno de uma massa de pigmento castanho-escuro (K). Os esquizontes geralmente preenchem a hemdacia. O pigmento
também pode ser visualizado como uma massa na periferia do parasito (, I).

m n 0 p
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Gametdcitos. Como nas infeccdes por P, vivax e P, ovale, a diferenciacao entre trofozoitos maduros e gametécitos é frequentemente dificil. Os macrogametécitos (m, n)
tém citoplasma azul claro com uma massa de cromatina avermelhada que é mais compacta do que a dos microgametdcitos (p, 0). O pigmento maldrico preto ou casta-
nho-escuro encontra-se espalhado pelo citoplasma de todos os gametdcitos (m—p), € pode dar a impressao de que o citoplasma se cora de um azul mais escuro do que
nas outras trés espécies.



Pranchas para o diagnéstico microsco

@) Organizacio g7y Organizagio
PA mhmeﬁmna @Mgndima Saide
&/ da Saude e AmBicas.

Prancha 8a

Plasmodium falciparum

P, falciparum é a mais importante das quatro espécies humanas
de parasito da malaria, e estd amplamente distribuido na Africa
e Asia tropical e subtropical. Na Africa Subsaariana é respon-
savel por quase todos os casos registrados de malaria, inclusive
de infec¢des mistas. Juntamente com o sarampo, a desnutrigio,
as diarreias e as pneumonias, é responsavel pela maioria das
mortes de criangas menores de 5 anos. Em dreas onde a maldria
¢ altamente endémica, ela comumente cursa com anemia grave
e é uma causa importante de morte fetal. Em 4reas de baixa
transmissdo, pessoas de todas as idades estdo em risco, e os sur-
tos de maldria por P. falciparum matam aos milhares. Quando
a imunidade a maldria ¢ baixa, a infecgdo pode se instalar rapi-
damente na forma aguda, causando graves lesdes no cérebro e
em outros 6rgdos. A maldria cerebral é caracterizada por coma
e frequentemente leva ao Obito; alguns pacientes que se recupe-
ram tém sequelas para o resto da vida. Como P. falciparum nio
forma hipnozoitos, existe apenas uma gera¢ao de esquizogonia
tecidual (exoeritrocitica). A recaida pode ocorrer até 18 a 24
meses apos a primoinfec¢do, mas isso ¢ dificil de monitorar em
areas onde a transmissao ¢ constante.

Muitas formas jovens em anel geralmente sio observadas na
gota espessa; em infec¢bes mais antigas, ha gametdcitos pre-
sentes. Nesta espécie, os trofozoitos maduros e os esquizontes
permanecem sequestrados profundamente nos dérgéos vitais,
e raramente sdo vistos. A presenca dos esquizontes caracteris-
ticos nas laminas de sangue periférico geralmente indica uma
urgéncia médica. O pigmento maldrico pode ser visualizado no
citoplasma de fagocitos que ingeriram células parasitadas. Oca-
sionalmente, apenas gametocitos sdo visualizados em pacientes
assintomaticos, mas estes permanecem suscetiveis a infec¢do
pelo mosquito vetor.

A presenga de grande nimero de formas em anel—e somen-
te elas—¢é fortemente indicativa de infec¢do por P. falciparum.
Quando apenas algumas formas em anel estio presentes, a
identificacdo da espécie pode ser dificil. No esfregaco, a obser-
vagdo de formas “accolé” ou “appliqué” na borda da hemacia, as
infecges multiplas de hemdcias e a presenga de muitos anéis
pequenos com um granulo duplo de cromatina favorecem o
diagndstico de malaria por P. falciparum.

Plasmodium vivax

Esta espécie ocorre nos tropicos e subtropicos e em algumas areas
temperadas. Contribui de maneira importante para a perpetua-
¢do da pobreza, causando milhdes de dias de trabalho e escola
perdidos. Raramente cursa com risco de morte. Na Africa oci-
dental e central, é rara, pois existem muitos individuos antigeno
Duffy-negativos, que parecem ser resistentes a P. vivax. Nessas
areas geograficas, clinicos e laboratoristas que observarem infec-
¢do semelhante a por P, vivax devem descartar a possibilidade de
infecgdo por P, ovale antes de firmar o diagndstico.

O periodo de incubagio é de 13 a 17 dias. Em algumas cepas,
pode levar até 6 ou 12 meses, embora tal laténcia seja dificil
de demonstrar em condigbes tropicais. Uma caracteristica
importante dessa espécie é a presencga e persisténcia no figa-
do do estadio exoeritrocitico conhecido como “hipnozoito”,
que resulta em recaidas ao longo de varios meses e até anos.

O ciclo eritrocitico dura de cerca de 48 h. Nao é incomum en-
contrar trofozoitos, esquizontes e gametdcitos em um mesmo
esfregaco de sangue periférico.

O diagnostico é dificil quando apenas algumas formas em anel sdo
visualizadas na lamina; nestes casos, pode ser necessario prolon-
gar o exame para detectar outros estadios e buscar evidéncias de
granulagdes de Schiiffner nas hemdcias aumentadas e infectadas.
O exame de rotina da gota espessa geralmente revela varios dife-
rentes estadios. O exame cuidadoso da borda de uma gota espessa
geralmente mostra parasitos cercados pelo “fantasma” rosado das
hemacias do paciente, bem como outros sinais de granulagio.
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Plasmodium malariae em gota espessa

d

e

f

Trofozoitos. Os trofozoitos sdo pequenos, com citoplasma compacto, as vezes em forma de anel incompleto ou sem vactolo (a—c), e geralmente tém um s6 grande ponto
de cromatina. Trofozoitos pequenos e maiores sao visiveis no mesmo campo (e). Granulos de pigmento malarico, castanho-escuro ou negro, se formam no inicio da fase
de trofozoito e fazem com que o citoplasma (que normalmente ja se cora de azul) adquira uma coloragéo azul ainda mais escura. Todos os estadios estdo presentes, mas
pode haver poucos trofozoitos (f, esquizonte e trofozoitos).

g

h

Esquizontes. As fotomicrografias de g—i mostram esquizontes maduros, cada qual com oito merozoitos; em h, parece que 0s merozoitos estdo prontos para comegarem
a se separar, mas a condicdo dos leucdcitos sugere que a amostra de sangue ficou parada por muito tempo, o que afetou a morfologia. A coloragdo azulada do fundo do

campo pode conferir um tom acinzentado a lamina como um todo, dificultando o reconhecimento de alguns parasitos.

J

K

Gametdcitos. Embora todos os estadios de desenvolvimento estejam geralmente presentes no esfregaco, mesmo com baixa densidade parasitéria, o reconhecimento
dos estadios pode ser dificil. A fotomicrografia k mostra dois gametdcitos maiores que o trofozoito (seta). Ha um Unico gametécito visivel (I, seta), com anéis pequenos e
trofozoitos em crescimento. Assim como em P, vivax e P. ovale, as vezes é dificil distinguir entre trofozoitos maduros e gametécitos.
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Exame de rotina do esfregaco sanguineo
para pesquisa do parasito da malaria

Exame da gota espessa

Como rotina, examina-se somente a gota espessa. Se foi obtida
e corada corretamente, ndo deve haver grandes problemas na
identificacdo dos estadios e espécies.

Procedimento

B Colocar a lamina sobre a platina e posicionar a gota espessa
sob a objetiva 10x (marcada com “X” na Figura 1).

B Pingar uma gota de dleo de imersdo na lamina e ajustar o
foco até confirmar que esta sobre a parte correta da lamina.

B Mudar para a objetiva de imersdo em 6leo 100x. Mover a
objetiva para baixo até que a lente esteja em contato com o
6leo. Ajustar o foco e confirmar que a parte mais apropriada
do filme (com 15 a 20 leucdcitos por campo) foi selecionada.

B Seguindo a sequéncia apresentada no diagrama, examinar
no minimo 100 campos antes de declarar que a ldmina deu
negativo. Se houver divida acerca da(s) espécie(s) de plas-
mddio presente(s), examinar mais 100 campos para confir-
mar ou descartar uma possivel infecgdo mista.

B Os movimentos devem ser suaves sob risco de quebrar a l4-
mina na objetiva de 100x.

Um contador manual ajudara na contagem dos campos exami-
nados. Um microscopista experiente demora cerca de 10 minu-
tos para examinar 100 campos de imerséo em dleo.

Exame do esfregaco

Leva muito mais tempo para examinar uma quantidade equiva-
lente de sangue em um esfregago do que em uma gota espessa. A
unica vantagem de examinar o esfregago ¢ que ¢ mais facil para um
microscopista inexperiente identificar a morfologia do parasito.

Procedimento

B Assim como no exame da gota espessa, aplicar uma gota de
6leo de imersao na lamina (“X” na Figura 1).

B Primeiro, usando a objetiva 10x e, em seguida, a objetiva
de imersdo em dleo 100x, confirmar se a parte da lamina
selecionada é apropriada. Examinar conforme a sequéncia
mostrada na Figura 2.

Figura 1. Exame da gota espessa

I

Figura 2. Exame do esfregaco

Avaliacao quantitativa (contagem de
parasitos) na gota espessa

B A determinagdo da densidade de parasitos em um caso de
maldria pode ser necessdria para:

B estabelecer e monitorar a gravidade da infecgdo e a resposta
do paciente ao tratamento; e

testar a eficacia terapéutica de medicamentos antimalaricos.

Obs.: Essas etapas s6 devem ser realizadas apos a conclusao
do exame, com o diagnostico ja estabelecido.

B Equipamento adicional necessario:

B dois contadores manuais;

B calculadora eletrénica;

B temporizador (timer/crondmetro) para laboratério.

O procedimento padrio é contar todas as formas assexuadas.
Se for necessario obter contagens dos gametdcitos de P. falcipa-
rum, essas devem ser realizadas e registradas separadamente.

Método 1

B Selecionar a melhor parte da ldmina (vide Prancha 4b).
Campo a campo, contar o numero de parasitos visualizados
em um contador e o nimero de leucdcitos no outro.

B A contagem de parasitos por microlitro é determinada pela
enumerag¢io do nimero de parasitos em relacdo a um ntime-
ro padrio de leucécitos (8000). Quando for preciso um alto
grau de precisdo, deve-se obter a contagem real (absoluta)
de leucdcitos e usa-la para calcular a densidade do parasito.

B Se, apds a contagem de 200 leucdcitos, forem encontrados
100 ou mais parasitos, interrompe-se a contagem e registra-
-se o resultado na ficha em termos de nimero de parasitos
por 200 leucdcitos. Se, apos a contagem de 200 leucdcitos,
o numero de parasitos for 99 ou menos, a contagem deve
continuar até 500 leucdcitos.

B Com a contagem terminada, pode-se calcular o nimero de
parasitos em relacdo aos leucdcitos contados pode ser calcu-
lado e expressar o resultado em parasitos por microlitro de
sangue, a partir da férmula:

Parasitos contados x 8000 = parasitos/puL de sangue
Ne de leucécitos

No procedimento padrdo, contam-se apenas as formas
assexuadas.

Método 2

Este método é considerado obsoleto pela maioria dos auto-
res, devido a sua pouca confiabilidade. Deve ser usado apenas
quando for impossivel usar o método 1.

O sistema é baseado em uma escala de cruzes, aplicada da se-
guinte maneira:

+ = 1-10 parasitos por 100 campos da gota espessa;
++ = 11-100 parasitos por 1000 campos da gota espessa;
+++ = 1-10 parasitos em 1 campo da gota espessa;

++++ = 11 ou mais parasitos em 1 campo da gota espessa.
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Pranchas para o diagnéstico microscopico ¢

Plasmodium ovale em esfregaco delgado

e f g h

Trofozoitos. Assim como P, vivax, P. ovale prefere as hemdcias jovens, e 0s trofozoitos iniciais sdo praticamente indistinguiveis dos de outras espécies (a, b); porém, isso
muda rapidamente com o aumento de tamanho das células e o surgimento de granulagdes (c—e). A forma ovalada do P, ovale, que da nome a espécie, pode ocorrer bas-
tante cedo nos trofozoitos, mas se deve em grande parte as condigdes do esfregago sanguineo. A descrigdo de P ovale como “um parasito com aspecto de malariae em
hemadcias com aspecto de vivax” ¢ (til (vide d—g, i, j), embora o0 aumento modesto de tamanho das hemécias na infecgdo por P, ovale raramente se destaca. Os parasitos
tém uma cromatina densa, com menos formas ameboides (f). Frequentemente, a fimbriagdo das hemdcias € um fator decisivo para o diagnéstico (h, i).

Esquizontes. Os esquizontes sdo facilmente reconhecidos pela clareza da coloragdo e separagio entre os merozoitos, pelo modesto aumento de tamanho celular, pelas

formas frequentes de P. ovale e pela granulagéo de Schiiffner (i-k, I). O nimero de merozoitos é de 6 e 12, podendo chegar a 18. O pigmento maldrico se acumula em
pequenos aglomerados no centro da massa do esquizonte.

m n 0 p

Gametdcitos. As diferengas entre os macro- e microgametocitos sdo semelhantes as observadas em P, vivax e P malariae (m—p). O gametocito preenche a heméacia
aumentada, e as margens irregulares demonstram claramente a granulagéo de Schiiffner (0, p). O pigmento esté presente como granulos castanhos espalhados por todo o
citoplasma, que mais tarde se unem para formar uma massa castanha-escura com tom esverdeado. Em esfregagos bem feitos e bem corados, a granulagéo de Schuffner
se apresenta claramente como granulos rosados em forma de miganga.
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Coloracao rapida de esfregacos sanguineos
para deteccao do parasito da malaria

A microscopia com coloragdo pelo método de Giemsa é consi-
derada o padrdo-ouro para diagndstico da malaria, mas os tes-
tes rapidos também podem ser tteis quando é preciso examinar
uma gota espessa com urgéncia. A maior parte dos corantes ra-
pidos sdo a base ddgua e, em condi¢des tropicais, apresentam
tendéncia ao crescimento de fungos. A filtragem periddica aju-
da a evitar isso. A coloragdo geralmente é bastante satisfatoria, e
muitos laboratdrios usam testes rapidos como rotina. O méto-
do descrito aqui ¢ o da coloragdo de Field, mas outras técnicas,
como JSB e Wright, sdo apresentadas na se¢do “Leitura adicio-
nal” da Prancha 12b.

Preparo de solugoes estoque para coloracao de Field

Estas solugdes sdo usadas para a detec¢do rapida de parasitos da
maldria em gota espessa. O citoplasma cora-se de azul, e a cro-
matina de vermelho; as granulagdes de Schiiffner nem sempre
se coram claramente, e a qualidade da coloragdo pode variar
ao longo da lamina, devido em parte a espessura variavel do
esfregaco. O procedimento utiliza as solu¢des de Field A e B,
que podem ser preparadas a partir de pds prontos disponiveis
no comeércio.

Solucao estoque de Field A:

B Adicionar 5,9 g de corante em pé Field A a 600 mL de dgua
destilada a 60°C.

B Misturar até dissolver.

B Aguardar esfriar. Filtrar a solugéo.
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Prancha 10a

Solucao estoque de Field B:

B Adicione 4,8 g de corante em p6 Field B a 600 mL de agua
destilada a 60°C.

B Misturar até dissolver.

B Aguardar esfriar. Filtrar a solugdo.

Coloracao de gota espessa pelo método de Field
B Nio fixar jamais ldminas de gota espessa.

B Mergulhar aldmina por 4 segundos em uma cuba de Coplin
contendo solucio de Field A.

Enxaguar delicadamente em dgua limpa por 5 segundos.
Mergulhar a lamina por 4 segundos na solugéo de Field B.

Enxaguar delicadamente em agua limpa por 5 segundos.

Secar ao ar ambiente em rack ou suporte para secagem de
lamina.

Coloracao de esfregaco delgado pelo método de Field
B Fixar a limina em alcool metilico por 1 min.
B Enxaguar em agua limpa.

B Cobrir aldmina com solugédo de Field B diluida (1 volume
de solugdo estoque em 4 volumes de agua tamponada a
pH 7,2).

B Adicionar imediatamente igual volume de solugdo de Field
A e agitar a lamina para misturar bem.

M Deixar corar por 1 min.
B Remover a solu¢do remanescente lavando em agua limpa.

B Secar ao ar ambiente em rack ou suporte para secagem de
lAmina.
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Pranchas para o diagnéstico microscopico da

Plasmodium ovale em gota espessa

d e f

Trofozoitos. As formas em anel sdo semelhantes as de P, vivax, com um “ponto” de cromatina proeminente e uma massa de citoplasma azul que varia de tamanho
conforme a idade do trofozoito (a, seta indicando um trofozoito jovem); os trofozoitos mais maduros podem ser ameboides (e, f), com granulagdes de Schiiffner visiveis
como um halo rosado ao redor do parasito (d-h). Geralmente, todos os estagios sao visualizados no esfregago, embora 0s esquizontes possam estar em menor nimero.

¢

g h i

Esquizontes. Pode haver poucos esquizontes, de tamanho semelhante aos de P malariae. Trofozoitos jovens (i, seta) sdo visualizados no mesmo campo que esquizontes
maduros, neste caso provavelmente por terem se separado de um esquizonte maduro. Ha 6—12 merozoitos, e 0 pigmento € visualizado como uma massa acastanhada
(h) de localizagéo central.

j K |
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Gametdcitos. Essas formas podem ser dificeis de diferenciar dos trofozoitos maduros, e tém tamanho semelhante aos de P, vivax (k: dois gametocitos & esquerda, dois
trofozoitos a direita). O pigmento geralmente é castanho, grosseiro e distribuido uniformemente por todo o corpo do parasito (j).
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Plasmodium malariae

A distribuigdo global desta espécie é ampla, porém irregular,
em areas tropicais e subtropicais, com prevaléncia mais baixa
que a de P, falciparum e P. vivax.

O periodo de incubagéo é longo, variando de 23 a 69 dias, e 0
desenvolvimento ¢ lento tanto no hospedeiro humano quanto
no vetor anofelino. Ndo ha indicios de que ocorra o estadio
de hipnozoito; porém, embora esta espécie passe por somen-
te um ciclo de esquizogonia exoeritrocitica, é a mais longe-
va das quatro. Ja foram registradas infec¢des que persistiram
por mais de 50 anos apds a primoinfec¢do. Na auséncia de
hipnozoitos, pouquissimos parasitos assexuais persistem nos
tecidos profundos do organismo; a recaida sobrevém quando
as condi¢bes sdo favoraveis. Em algumas partes tropicais da
Africa Oriental e Ocidental, América Central e Pacifico (Pa-
pua Nova Guiné), acessos cronicos e repetidos de maldria por
P. malariae em criancas menores de 15 anos sdo considerados
responsaveis por sindrome nefrética, uma grave nefropatia
com progndstico ruim.

O ciclo eritrocitico dura 72 h. Infec¢bes mistas com P. mala-
riae e outra (ou outras) espécies sdo bastante comuns. Todos
os estadios do parasito sdo visualizados no esfregaco de sangue
periférico, embora a densidade parasitaria possa ser baixa. As
hemdcias infectadas ndo aumentam de tamanho. A demonstra-
¢do de granulagdes de Ziemann—pontos rosados peculiares a

esta espécie—requer coloragdo prolongada ou especial, e seu
valor diagndstico é considerado limitado.

O parasito é pequeno e o citoplasma cora-se de azul escuro, as
vezes quase preto, muitas vezes parecendo ainda mais escuro
devido a presenga precoce de granulos dispersos de pigmento
castanho-escuro a preto. A cromatina cora-se de um vermelho
rubi profundo. No esfregaco, geralmente se visualiza a forma de
“banda” ou “faixa’, o que distingue esta espécie das outras. Porém,
formas semelhantes sdo visualizadas eventualmente em esfrega-
¢os de P, vivax e P. ovale. Alguns autores apontam a aparente au-
séncia dessa forma na gota espessa, sugerindo que é um artefato
criado durante a confec¢do do esfregaco. De qualquer maneira,
o diagndstico da espécie em gota espessa ndo é dificil. Deve-se
tomar cuidado para nio confundir uma infec¢do por P. ovale sem
granula¢des de Schiiffner com uma infec¢io por P. malariae com
coloragdo tipica. Tanto no esfregagco como na gota espessa, 0 es-
quizonte maduro de P. malariae, muito conhecido como “rosa-
cea” devido ao seu formato caracteristico de flor e ao pequeno
nuimero (8-12) de merozoitos, é unico a esta espécie. Alguns ca-
sos identificados microscopicamente como P. malariae em partes
isoladas do sudeste da Asia foram recentemente reclassificados
por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) como P, knowlesi, um
parasito natural de primatas do género Macaca. Acredita-se que
os casos de infec¢io humana ocorram apenas raramente, apos
pernoitar desprotegido em areas de floresta.

Plasmodium ovale

A distribuigdo global de P. ovale parece ser mais limitada do
que a das outras trés espécies. E encontrado principalmente na
Africa tropical, onde P. vivax é menos comum. Porém, ja hou-
ve registros de P. ovale na China, Papua Nova Guiné, Filipinas,
Tailandia e Vietna, além de relatos isolados na Malasia e em
Vanuatu. Como os microscopistas menos experientes provavel-
mente confundem P. ovale com P. vivax, a distribuicdo pode ser
mais ampla do que se cré atualmente. Assim como P. vivax, P
ovale possui um periodo de incubagdo de 16 a 18 dias, ciclo
assexual de cerca de 50 h e estadios persistentes do hipnozoito
exoeritrocitico no figado, o que resulta em recaidas periddicas.

Todos os estadios podem estar presentes nos esfregacos de san-
gue periférico. As hemdcias normalmente se apresentam au-
mentadas, mas o aumento é menor do que em casos de P, vivax.
As granulagdes de Schiiffner (ou de James) aparecem mais cedo
nos trofozoitos jovens do que em P. vivax; os granulos rosados

sdo mais proeminentes, com aspecto de migangas, as vezes qua-
se mascarando o parasito.

Com frequéncia, esta espécie é descrita como “um parasito com
aspecto de malariae em hemacias com aspecto de vivax” e é a
mais dificil de identificar, devido as semelhanc¢as morfoldgicas
com P. malariae e P. vivax. Podem ser visualizadas hemdcias in-
fectadas ovaladas ou alongadas no esfregaco. Este achado pode
ser considerado decisivo para o diagnostico; no entanto, sabe-
-se que este fendmeno também ocorre nas infecgdes por P, vi-
vax, embora com menos frequéncia. O nimero de formas ovais
¢ maior quando o esfregaco é confeccionado em um ambien-
te com baixa umidade. Uma ajuda valiosa para o diagndstico
pode vir da anamnese: sabe-se que P. ovale persiste em algumas
comunidades pequenas e isoladas, assim como P. malariae, e
deve-se tomar cuidado antes de estabelecer o diagndstico final.
P, ovale ocorre comumente em infec¢des mistas.
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Infeccoes mistas

A infec¢do por mais de uma espécie malarica deve ser espe-
rada a qualquer momento, mesmo em dareas onde a malaria ¢
incomum. Tendo essa atitude, os microscopistas estardo melhor
preparados para reconhecer as diferengas entre estadios e entre
espécies na mesma lamina de sangue. Infec¢des mistas por P
falciparum e P. vivax sdo provavelmente as mais comuns, mas
em areas altamente endémicas, ndo é incomum encontrar trés
espécies diferentes no esfregaco de um mesmo paciente. Infec-
¢Oes mistas podem surgir ao mesmo tempo durante a época de
transmissdo, e sio mais comuns quando o nivel de transmis-
sdo é elevado. Uma espécie pode estar presente em densidade
mais elevada, mascarando a presenca das outras. Pode ocorrer

alterndncia da espécie predominante em um mesmo pacien-
te do paciente ao longo do tempo. Microscopistas experientes
conseguem diagnosticar infecgdes mistas em gota espessa, mas
uma equipe menos experiente pode precisar examinar o esfre-
gaco antes de chegar a um diagnoéstico definitivo. Exemplos:
infec¢do mista por P. falciparum e P. vivax (a, b) e por P, vivax
e P malariae (c)

Um trofozoito de P. malariae (em forma de banda ou faixa)
numa hemadcia de tamanho normal e um trofozoito maduro e
muito maijor de P, vivax em uma hemadcia ingurgitada, apresen-
tando granulagdes de Schiiffner (d).

g

Anticoagulantes e algumas dificuldades no diagnéstico de infeccoes mistas

A identificagdo do estadio e da espécie depende de varios fato-
res, inclusive:

condi¢do do sangue quando da confec¢do da lamina,
qualidade da gota/esfregaco obtidos do sangue,
qualidade da coloracéo,

condi¢do do microscépio,

condigoes de utilizagdo do microscopio, e

nivel de experiéncia do microscopista.

Esses fatores sdo interdependentes e cada um pode afetar o re-
sultado do diagndstico. Um problema adicional surge quando é
usado anticoagulante, pois pode alterar o pH do sangue, o que
pode afetar a qualidade da colora¢do. EDTA é o melhor anti-
coagulante a usar para o método de Giemsa, embora nio deixe
de alterar (ainda que levemente) a coloracdo. Podem ocorrer
alteragdes morfoldgicas nos parasitos da maldria e em outros
componentes celulares quando a amostra de sangue foi arma-
zenada em um banco de sangue ou em geladeira por qualquer
periodo de tempo. Tais alteracdes podem ocorrer rapidamente

conforme o sangue esfria (vide Prancha 2b, fotomicrografias o
e p a esquerda, demonstrando exflagelacdo de microgametdci-
tos), e os parasitos comegam a sofrer distor¢oes devido a queda
de temperatura. Quando isso ocorre, a identificacdo de estadio
e espécie rapidamente se torna dificil e, em ultima instincia,
impossivel. Em tais situa¢des, os examinadores devem decidir
se estdo observando estadios diferentes de espécies diferentes
e nio estadios diferentes da mesma espécie que sofreram al-
teracio morfoldgica e perderam suas caracteristicas distintas.
Conclui-se que o microscopista deve estabelecer as informa-
¢Oes basicas antes de fazer o diagnéstico final. Assim, é possivel
que f e h representem infecgdo mista por P, vivax e P. malariae,
mas as mas condi¢des dos leucdcitos nas laminas indicam que
as amostras ficaram muito tempo paradas antes da confec¢do
do esfregaco; as mudangas morfoldgicas que podem ter ocorri-
do levaram ao diagnéstico provisério de “infeccdo mista?”. As
fotomicrografias e e g sdo mais convincentes, embora a presen-
¢a de 20 ou mais leucdcitos em um campo microscopico tio
pequeno (g) dificultem a identificagdo da espécie e a coloragdo
esteja excessivamente azul.
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Resumo das caracteristicas de cada estadio e espécie do parasito na gota espessa

Espécie

Trofozoito

Esquizonte

Gametocito

Plasmodium falciparum
Geralmente séo visualizados trofozoitos jovens e em
crescimento e/ou gametdcitos maduros

Tamanho: pequeno a médio; niimero: muitas
vezes numerosos; forma: formas de anel e vir-
gula sdo comuns; cromatina: geralmente dois
pontos; citoplasma: regular, fino a grosseiro;
formas maduras: as vezes presentes na mala-
ria grave, compactadas com pigmento (visivel
COMO POUCOS graos grosseiros ou uma massa)

Geralmente associado a muitas formas jovens
em anel. Tamanho: pequeno, compacto; ni-
mero: poucos, raros, geralmente na maldria
grave; formas maduras: 12-30 ou mais me-
rozoitos em aglomerado compacto; pigmento:
massa (nica, escura.

Formas pontiagudas imaturas sdo incomuns.
formas maduras: em forma de banana ou ar-
redondadas; cromatina: Gnica, bem definida;
pigmento: disperso, grosseiro, com aspecto
de gréos de arroz; corpo de extrusdo rosado as
vezes presente. E comum visualizar formas ero-
didas contendo apenas cromatina e pigmento.

Plasmodium vivax
Todos os estadios séo visualizados; granulacdes de Schiif-
fner proeminentes na “imagem fantasma” das hemécias
do hospedeiro, especialmente na borda do esfregaco

Tamanho: pequeno a grande; ndmero: pouco
a moderado; forma: anel quebrado e formas
irregulares sdo comuns; cromatina: unica, as
vezes dois pontos; citoplasma: irregular, ou
fragmentado; formas maduras: compacta,
densa; pigmento: disperso, ténue.

Tamanho: grande; niimero: pouco a moderado;
formas maduras: 12-24 merozoitos, normal-
mente 16, em aglomerado irregular; pigmento:
massa nao muito compacta.

Formas imaturas dificeis de distinguir das ma-
duras. Formas maduras: redonda, grande;
cromatina: Unica, bem-definida; pigmento:
disperso, ténue. E comum visualizar formas
erodidas contendo pouco ou nenhum citoplas-
ma, somente com a presenga de cromatina
pigmento.

Plasmodium ovale
Todos os estadios séo visualizados; granulagdes de Schiiff-
ner proeminentes na “imagem fantasma” das hemdcias do
hospedeiro, especialmente na borda do esfregaco

Tamanho: pode ser menor que P, vivax, nime-
ro: geralmente poucos; forma: compacta, em
anel ou arredondada; cromatina: Unica, proe-
minente; citoplasma: bastante regular, carnu-
do; pigmento: disperso, grosseiro.

Formas jovens dificeis de distinguir dos trofo-
zoitos maduros. Formas maduras: redondas,
podem ser menores que as de P, vivax, croma-
tina: dnica, bem definida; pigmento: disperso,
grosseiro. Ha formas erodidas contendo apenas
cromatina e pigmento.

Tamanho: parecido com P. malariae; nimero:
poucos; formas maduras: 4-12 merozoitos,
geralmente 8, em aglomerado ndo muito com-
pacto; pigmento: massa concentrada

Plasmodium malariae
Todos os estadios sdo visualizados

Tamanho: pequeno, geralmente poucos; for-
ma: compacta, em anel ou arredondada; cro-
matina: (nica, grande; citoplasma: regular,
denso; pigmento: disperso, abundante, com
coloragdo amarelada nas formas mais maduras.

Tamanho: pequeno, compacto; niimero: geral-
mente poucos; formas maduras: 6-12 mero-
zoitos, geralmente 8, em aglomerado no muito
compacto, alguns aparentemente sem citoplas-
ma; pigmento: concentrado.

Formas jovens e algumas formas maduras
dificeis de distinguir dos trofozoitos madu-
ros. formas maduras: redondas, compactas;
cromatina: (nica, bem definida; pigmento:
disperso, grosseiro, possivelmente com distri-
buigéo periférica. Ha formas erodidas contendo
apenas cromatina e pigmento.
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Elementos estranhos no esfregaco de sangue periférico

Espiroquetas de Borrelia spp., tripanossomos e microfilarias

a b

C

Em partes da Africa, espiroquetas causadores de febres recorrentes transmitidas por carrapatos ou piolhos podem ser observadas em esfregacos de sangue periférico (a, seta,
gota espessa; ¢, esfregaco) e podem estar presentes concomitantemente aos parasitos da malaria (b: seta inferior, trofozoito de P, falciparum; seta superior, Borrelia spp).

d e

f

Microfilarias sdo comuns em gota espessa (d, Wuchereria bancrofti, distribuida em todos os trépicos), e o0s tripanossomos causadores da doenca do sono (e, gota espessa; f,
esfregaco delgado) podem ser observados, especialmente em partes da Africa. Todas as imagens coradas pelo método de Field. Fotomicrografias cortesia da Dra. Jane Carter.

Babesiose

g h

De tempos em tempos, doencas normalmente encontradas nos
animais sdo transmitidas aos seres humanos. Essas doencas rece-
bem o nome de zoonoses. A babesiose é um bom exemplo. Foram
identificados casos humanos na Asia, Europa e América do Norte;
na Africa, foram encontrados anticorpos anti-Babesia, indican-
do que a infecgdo ocorre. A semelhanga morfoldgica da Babesia
com certos estadios do ciclo eritrocitico de P, falciparum dificulta o
diagndstico (g). O tratamento atual da infecgdo por Babesia é uma
combinagio de quinino e clindamicina. A doenga é transmitida
pela picada de carrapatos infectados; portanto, seres humanos em
contato com carrapatos de caes, gado e cavalos podem ser expos-
tos. Devido a sua raridade e semelhanca visual com os primeiros
trofozoitos de Plasmodium, o diagndstico de Babesia em esfregacos
de sangue humano pode ser tio inesperado quanto dificil. Lembre-
-se das seguintes diferencas entre Plasmodium e Babesia:

As espécies de Babesia nido produzem pigmento.

B Naio hd esquizontes nem estadios gametociticos.

B A reprodugio é por “brotamento’, com quatro merozoitos
em aspecto de “cruz de Malta” (h, i).

B A infec¢do multipla das hemacias é mais comum do que na
malaria (1).

Quando um paciente nio responde ao tratamento antimaldrico,
justifica-se extenso reexame das laminas de sangue (tanto gota
espessa quanto esfregaco) para eliminar a Babesia spp. como
possivel causa da doenga, prestando especial atencio aos pontos
acima.
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Esta nova publicacio — Pranchas para o diagndstico microscopico da
maldria— mantém muitas das fotomicrografias coloridas originais da
segunda edicao dos Bench aids for the diagnosis of malaria infections
(OMS, 2000), mas o texto foi editado com base nos aportes de
profissionais que trabalham em campo.

Estas pranchas, verdadeiros auxilios visuais, destinam-se a um amplo
publico de professores, instrutores, estudantes, laboratoristas e agentes
de campo em comunidades remotas e isoladas em paises onde a malaria
é endémica. Também podem servir como um recurso para
microscopistas que realizem exames de malaria em paises onde a
malaria ndo é endémica e ha pouca experiéncia no reconhecimento dos
parasitos que a causam.
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