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Emergentes

Introdugao

Sao considerados emergentes os protozoarios recentemente
reconhecidos como patogénicos para o ser humano. Alguns
deles assumiram grande importancia por causarem infeccoes
oportunistas em individuos imunodeprimidos, com conse-
quéncias graves, muitas vezes levando 4 morte. Outros aco-
metem individuos imunocompetentes, e sio emergentes por
terem adquirido novas propriedades de viruléncia ou em
decorréncia da proximidade mais recente entre seus reserva-
torios e 0 hospedeiro humano (Mahmoud, 1998). O nimero
de casos de infecgdes por protozodrios intestinais emergentes
transmitidos por alimentos e/ou 4gua tem aumentado em fun-
3o da globalizagao de fontes alimentares, viagens internacio-
nais, consumo de frutas frescas e de alimentos crus ou malco-
zidos (Ortega; Sanchez, 2010).

Este capitulo compreende os principais coccideos intestinais
- Cyclospora cayetanensis e Cystoisospora belli, membros do su-
pergrupo Chromalveolata (Alveolata — Apicomplexa - Cocci-
dia) -, bem como Cryptosporidium hominis e Cryptosporidium
parvum. Os agrupamentos taxonomicos mencionados b;%—
seiam-se na proposta da Sociedade de Protozoologistas, publi-

TABELA 9.1 Diferencas e semelhangas entre os protozoarios intestinais emergentes,
: Cyclospora cayetanensis

Cryptosporidium hominis/C. parvum

Hospedeiros ~ Completa o cicloem um s6 hospedeiro

(monoxeno) (monoxeno)
Ciclo vital Esquizogonia Esqmzogom'a
Gametogonia Gametogonia
Esporogonia Esporogonia
Localizacdo  Intracelulare extracitoplasma’tica:'
intestino delgado, trato respiratorio,
ductos biliares e pancreéticos
Ocorréncia  Néo sazonal Sazonal

Completa o ciclo em um s6 hospedeiro

Intracelular: intestino delgado

Os Protozoarios Intestinais

Annette Silva Foronda = Fdbio Ramos de Souza Carvalho

cada em 2005, que substitui as categorias classicas (Reino,
Filo, Classe e Ordem) por supergrupos ou agrupamentos
amplos, definidos com critérios morfoldgicos, bioquimicos e
de filogenia molecular (Adl et al., 2005; revista em Adl et al.,
2012). Algumas semelhangas e diferengas entre os principais
protozodrios intestinais emergentes que infectam o ser huma-
no sio listadas na Tabela 9.1.

Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium parvum e
Cystoisospora belli sdo primariamente encontrados em hos-
pedeiros imunocomprometidos. Cyclospora cayetanensis,
embora possa ser encontrada em individuos imunocompro-
metidos, estd mais ligada a quadros diarreicos de viajantes
e a surtos ocasionais em comunidades de paises em desen-
volvimento. As infecgbes causadas pelos protozoarios intes-
tinais emergentes, principalmente a criptosporidiose, po-
dem ser também comuns em criangas imunocompetentes,
associadas a sintomatologia intestinal (Kumar et al., 2017).
A presenca de Myxobolus sp., um novo parasito, foi descrita
em fezes de pacientes imunodeprimidos, mas a etiologia da
diarreia ndo foi confirmada, j& que outros patégenos tam-
bém foram encontrados nas mesmas amostras (Moncada
etal., 2001).

Cystoisbsbbibzbel‘li .

Completa o ciclo em um s6 hospedeiro
(monoxeno)

Esquizogonia
Gametogonia
Esporogonia

Intracelular: intestino delgado

Nao sazonal

Transmissao

Diagnastico

Tratamento

Orofecal e pessoa a pessoa

Exame de fezes: coloragbes de
Ziehl-Neelsen modificada e similares.
Oocistos de 4 mm com 4 esporozoitos nus

Nitazoxanida em imunocompetentes

Orofecal. £ necessario tempo de esporulagio
no ambiente, néo pode ser pessoa a pessoa

Exame de fezes: a fresco ou coloragoes

de Ziehl-Neelsen modificada e similares,
autofluorescéncia. Oocistos de 10 mm,
contendo 2 esporocistos com 2 esporozoitos
(total de esporozoitos: 4)

Sulfametoxazol-trimetoprima
Nitazoxanida?

Orofecal. E necessario tempo de esporulacio
no ambiente, ndo pode ser pessoa a pessoa

Exame de fezes: a fresco ou coloragdes de
Ziehl-Neelsen modificada e similares
Qocistos de 25 mm, contendo 2 esporocistos
com 4 esporozoitos (total de esporozoitos: 8)

Sulfametoxazol-trimetoprima
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Cryptosporidium hominis,
Cryptosporidium parvum
e a criptosporidiose

Discute-se atualmente a taxonomia dos organismos do
género Cryptosporidium diante da dificuldade de apli-
car o conceito biologico de espécie, neste e na maioria dos
protozodrios, e da diversidade de hospedeiros parasitados.
Baseando-se em morfologia de oocistos, sitios de infecgao,
especificidade de hospedeiros e diferencas genéticas, atual-
mente consideram-se vélidas, do ponto de vista taxonoémico,
27 espécies de Cryptosporidium (Morgan-Ryan et al., 2002;
Putignani; Menichella, 2010; Ryan et al., 2014; Ryan; Hijjawi,
2015). Oito espécies sdo frequentes em infec¢des humanas:
C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C.
suis, C. muris e C. andersoni, embora 20 espécies distintas
de Cryptosporidium tenham sido encontradas em infeccoes
humanas (Ryan et al,, 2014). Dentre elas, as responsaveis pela
maioria de casos de criptosporidiose humana sio C. hominis
e C. parvum, temas deste capitulo, mas ¢ possivel que todas
as espécies do género Cryptosporidium sejam potencialmen-
te patogénicas para o ser humano (Xiao et al., 2000; Xiao,
2010; Jex; Gasser, 2010).

Até recentemente, agrupava-se o género Cryptosporidium
entre os coccideos. Entretanto, sugere-se, ha varios anos,
que esses protozodrios poderiam ser o elo perdido entre os
coccideos e as gregarinas, um grupo de protozoarios primi-
tivos do agrupamento Apicomplexa, predominantemente
extracelulares, que tipicamente infectam o intestino de in-
vertebrados e podem ou nao causar-lhes doen¢a (Rueckert
et al,, 2019). A similaridade entre Cryptosporidium e as gre-
garinas vem sendo confirmada com base em critérios bio-
légicos, morfoldgicos, gendmicos e bioquimicos (Aldeyarbi;
Karanis, 2016; Clode et al., 2015). Entre os principais crité-
rios bioldgicos, estd a sua capacidade de desenvolvimento
fora de células. De fato, em meio de cultivo contendo células
hospedeiras, Cryptosporidium parece tornar-se progressiva-
mente extracelular ao longo de seu ciclo; em meio axénico
e em colecoes hidricas na natureza, desprovida's de célu.laS,
0 parasito mostra-se capaz de completar seu c1cl(I) de vida,
nizo podendo mais ser classificado entre os coccnd’ec')s, or-
ganismos intracelulares obrigatérios. Cryptosporidium é
atualmente o Gnico membro de um novo agrupamento de
gregarinas, criado em 2014 e denominado Cryptogregaria
(Ryan et al., 2016). . o ’

Nos paises em desenvolvimento, a crlpto'sporldlose é
considerada uma das infeccdes entéricas mais frequentes
em seres humanos, principalmente em criangas, embora
adultos sejam também acometidos. Em hospedfiiros imuno-
competentes, 2 evolugao do quadro ¢é autolimltgda. E uma
doenca endémica, com eventuais surtos epidémicos ligados
3 transmissio pela dgua. A criptosporidiose ganhou grande
destaque em decorréncia das consequéncias letzliis das m
feccoes em individuos imunodeprimidos, a partir dos pri-
meiros casos humanos descritos no final da década de 1970,
Desde entio, relatos no mundo todo evidenciam a grande
disseminagao desse protozodrio (Bouzid et al., 2013; Ryan
et al., 2014).

Aspectos biologicos

Cryptosporidium hominis e C. parvum sao prlotozoérios do
grupo Apicomplexa que, ao contrario dos coccideos, sio des.
providos de apicoplasto, um vestigio de cloroplasto adquirid,
mediante simbiose com algas verdes. Sdo epicelulares facy]t,.
tivos. Apresentam estgios intracelulares alojados em vacyo.
los parasitéforos resultantes de sua fusdo com a membrana da
célula hospedeira, o enterdcito. Ao mesmo tempo, esses ests-
gios sdo extracitoplasmdticos porque se localizam fora do ci-
toplasma da célula hospedeira (Tzipori; Griffiths, 1998). Tém
uma estrutura de alimentagio tipica das gregarinas, conheci-
da como epimerito (epimerite, na literatura de lingua inglesa),
que resulta do redobramento da membrana da porgio ante-
rior do vactiolo que envolve o organismo. O epimerito for-
ma-se tanto em estagios extracelulares como epicelulares. No
primeiro caso, Cryptosporidium forma um vactiolo indepen-
dentemente de qualquer interagio com as células hospedei-
ras e o epimerito extrai alimentos diretamente do ambiente.
No segundo caso, o vactiolo forma-se com a incorporagio de
componentes da célula hospedeira e do proprio parasito - ¢,
portanto, definido como um vaciiolo parasitéforo; o epimerito
extrai os alimentos da prépria célula hospedeira (Clode et al.,
2015).

Seu ciclo vital transcorre em um s6 hospedeiro vertebrado;
$a0, portanto, parasitos monoxenos, compreendendo uma fase
de reprodugio assexuada por esquizogonia (ou merogonia) e
outra de reproducao sexuada por gametogonia e esporogonia.
Ha duas divisdes esquizogbnicas. A primeira resulta em es-
quizontes tipo I, e da origem a seis ou oito merozoitos. Essas
formas infectam novas células para uma segunda divisdo es-
quizogdnica, o que resulta em esquizontes tipo II, que origi-
nam quatro merozoitos cada. Os merozoitos tipo II déo inicio
ao ciclo sexuado, com formagio de gametocitos e gametas.
Nessa etapa, ocorre sizigia, 0 pareamento entre trofozoitos que
precede a formacio dos gametdcitos, comumente observado
em gregarinas. O produto da fusio dos gametas é um zigoto
que desenvolve um oocisto com quatro esporozoitos (Smith;
Rose, 1998) (Figura 9.1). Especula-se que os oocistos possam
também ser produzidos no limen intestinal dos hospedeiros,
a partir da fusdo de gametas no ambiente extracelular, como
ocorre com as demais gregarinas (Ryan et al,, 2016). E provi-
vel que existam outros estdgios extracelulares,
critos, presentes no limen intesti
etal., 2015).

A morfologiadosoocistoses
e dos coccideos intestinajs ¢

ainda nio des-
nal dos hospedeiros (Clode

poruladosde Cryptosporidium

. : comparada na Figura 9.2. Os
oocistos de C. hominis e C. parvum sio idénticos: ambos sa0

esféricos, medem de 2 a 4 Hm de didmetro e contém quatro
esporozoitos nus. Podem ser de dois tipos, de parede rigidae
de parede delgada, e sio eliminados esporulados, e é até mes-
mo possivel a liberagio dos €sporozoitos no limen intestinal-

A transmissio de C. hominis/C. parvum é principalmente
orofecal, pela ingestdo de oocistos, Como ainda nao foi com-
provada a especificidade de hospedeiros, caracteriza-se uma
transmissdo zoondtica. As vias de aquisi¢io da infecgdo po-
dem ser: (i) pessoa a pessoa; (ii) animal a animal; (jii) ani-
mal a pessoa; (iv) por dgua de abastecimento e recreacional
(v) por alimentos; e (vi) possivelmente pelo ar. A autoinfec-
¢do ¢ também relatada, principalmente em imunodeprimidos:



CAPITULO 9 = Os Protozoarios Intestinais Emergentes

FIGURA9.1A, B e C. Oocistos de Cryptosporidium parvum corados com Kinyoun. Fotografias de Marcelo Urbano Ferreira. D. Ciclo vital de

Cryptosporidium.

Cryptosporidium parvum
Tamanho: 4uym |
| Contém 4 esporozoitos nus |

Cyclospora cayetanesis
Tamanho: 10pm

Contém 2 esporocistos
! com 2 esporozoitos

" Cystoisospora belli

4 Tamanho: 25pm

11 Contém 2 esporocistos
! com 4 esporozoitos ;

FIGURA 9.2 Morfologia de oocistos esporulados de Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis e Cystoisospora belli.

explicando-se pela elimina;ﬁo{ do ogcistq jé] esp(c)lru.lad:d: n;:
liberagio de esporozoito;or(l)c()))lumen intestinal, onde inv

em;Irc())sc lt(?lsti(rflz);e;ilozl," iniimeras téct_licas r.nolef:ulares tém
sido desenvolvidas para detectar e dlferen§1ar lmhaggn's de
Cryptosporidium, caracteri;gndo-se g?né_tlpdos e stl tipos.
Uma das mais usadas é a analise da sequéncia de DNA do gene
que codifica a glicoproteina de massa molecular de 60 kDa

(gp60). Esses estudos sio complementados por anélises da se-
quéncia nucleotidica do gene da subunidade menor do RNA
ribossomico 185 (SSU rRNA) de espécies de Cryptosporidium,
beneficiando-se da presenca de multiplas cépias do gene SSU
rRNA no genoma do protozodrio e da ocorréncia, nesse gene,
de regides conservadas e variaveis, proporcionando maior sen-
sibilidade e especificidade aos estudos de filogenia, evolugio e
epidemiologia (Xiao, 2010). Outro marcador molecular para
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analise genotipica de espécies de Cryptosporidiuni, apesar de
fatores limitantes intrinsecos quanto A especificidade restrita
a algumas espécies do protozodrio, € o gene que codifica a
proteina da parede celular do oocisto, denominada COWP
(Xiao, 2010). Até 0 momento, evidenciaram-se seis genotipos
ou subtipos em C. hominis (a, 1b, 1d, le, If e 1g) e 11 genotipos
em C. parvum (11a, b, 1, 11d, Ue, 11, g, 1Th, 1T, 11k e I1I)
(Xiao, 2010). A partir de andlises de sequéncias nucleotidicas,
como novas tecnologias de sequenciamento de alta capacida-
de. descreveram-se mais de 40 gendtipos de Cryptosporidium
na literatura, havendo alta probabilidade de que muitos des-
ses gendtipos sejam elevados, a partir de estudos fenotipicos
¢ genotipicos complementares, ao nivel de espécies (Ryan;
Hijjawi, 2015). O habitat das duas espécies que infectam o
ser humano ¢ principalmente o intestino delgado, embora
possam ser encontradas em qualquer segmento do trato di-
gestério. Outras localizagdes, como o trato respiratdrio e as
vias biliares, também sao descritas, ainda que mais raramente
(Xiao, 2010).

Fatores de viruléncia

Cryptosporidium hominis e C. parvum invadem as células epi-
teliais, principalmente do intestino delgado, sem atingir as ca-
madas mais profundas da mucosa. As alteragdes histologicas
no intestino delgado incluem atrofia de vilosidades, variando
de média a intensa, com intensidade correlacionada positiva-
mente & carga parasitaria. Pode-se também observar infiltra-
do inflamatério na lamina propria, constituido por linfdcitos,
macrofagos e neutrdfilos (Laurent et al., 1999).

A maior parte do conhecimento sobre fatores de viruléncia
em criptosporidiose deriva de infec¢des agudas em animais,
e nao em seres humanos imunodeprimidos. Desse modo, é
dificil explicar os mecanismos envolvidos na diarreia profu-
sa dos casos fulminantes em seres humanos. A semelhanga
clinica com doencas diarreicas induzidas por toxinas, como
a colera, combinada com a observagdo de que a intensidade
da infeccio nem sempre esté relacionada com a gravidade do
quadro clinico, levantam a hipétese de os criptosporidios se-
cretarem uma enterotoxina, embora ainda ndo tenha sido iso-
lada (Clark; Sears, 1996; Laurent et al., 1999).

Na criptosporidiose, ocorre reducdo da absor¢ao de nu-
trientes e da produgdo de enzimas digestivas, como a lactase
e a fosfatase alcalina. A perda de absor¢do de vitamina B, e
de D-xilose relaciona-se com a intensidade da infec¢do. Suge-
re-se que as prostaglandinas e o fator de necrose tumoral-a
(TNF-a, da abreviacio em inglés) tenham papel na diar-
reia por Cryptosporidium; estudos nessa drea podem levar a
avancos terapéuticos. A resposta imune inata e a adaptativa,
mediada por células, parecem estar igualmente envolvidas
na imunidade contra a criptosporidiose, mas resta identifi-
car 2 maioria dos componentes especificos dessas respostas
(Griffiths, 1998).

A dificuldade de cultivo in vitro e de manipulagdo ge-
nética desses parasitos tem limitado a investigacdo de fa-
tores que contribuem para a viruléncia das infec¢des por
Cryptosporidium. Apesar disso, por técnicas imunoldgicas e
moleculares, foram caracterizados, principalmente nas infec-
¢des por C. parvum, 25 possiveis fatores de viruléncia envol-
vidos em eventos que vio desde a adesio do parasito ao en-
terécito e sua locomogéo até a invasdo celular e a subsequente
proliferagao (Figura 9.3). Geralmente, Cryptosporidium niao

causa uma infecgdo sistémica nem penetra nos tecidos,
parasito aloja-se em um compartimento na_superficie apica]
das células do epitélio intestinal, causan(_io importantes my.
dangas nas fungoes de absorgao e secrecao intestinais, resy|.
tantes de lesdes diretas ao epitélio ou indiretas pela agio de
células inflamatérias e citocinas. No processo 'de adesio
a células, desempenham importante papel_a ghco_proteina
circunsporozoita-simile (CSL, da al_)rev1a¢ao em inglés) e
a glicoproteina 900 (gp900). Na lesa.o'celular, ?stao enyol.
vidas fosfolipases, proteases € hemo}lslqas. Esta em analise
a funcdo das proteinas de choque térmico (heat shoc.k pro-
HSP) e de moléculas que modulam a resposta imune
Alias, entre os fatores ligados ao hospedeiro
belecimento da criptosporidiose, a
resposta imune parece ser o mais importante. A imunidade
reduz nio somente o risco de infec¢do como também a gravi-
dade da doenca. Embora nem todas as formas de im.unossu_
pressio levem a infecgdes mais graves, a perda ou disfungio
de células T (especialmente em casos com contagem de cé-
lulas T CD4 abaixo de 50/p? de sangue), é um claro fator de
risco (Bouzid et al., 2013).

teins,
do hospedeiro.
determinantes para o esta

Aspectos clinicos e patologicos

Cryptosporidium hominis e C. parvum podem ser agentes de
infeccio intestinal, respiratéria e hepatobiliar. Na doena in-
testinal, podem ser encontradas quatro formas: (i) assintoma-
tica; (ii) autolimitada aguda ou transitoria; (iii) cronica; e (iv)
fulminante. As duas primeiras formas sio comuns em indi-
viduos imunocompetentes, e as duas tltimas, em portadores
de AIDS ou outros estados de imunocomprometimento grave.
As formas intestinais tém periodo de incubagdo de 2 a 14 dias,
caracterizam-se por diarreia aquosa, intermitente ou conti-
nua, vomitos, dores abdominais e perda de peso. A diarreia em
individuos imunodeprimidos geralmente é grave, com varias
evacuagbes, podendo levar a perda de mais de 20 ¢ de liquido
diariamente. A forma fulminante é uma doen¢a dramatica,
assemelhando-se a célera. A infec¢do respiratdria é comum,
mas, em geral, inaparente. Pacientes com criptosporidiose
persistente podem desenvolver infec¢do de ductos hepatobi-
liares ou pancredticos.

Nao existe, até 0 momento, nenhum farmaco especifico e
efetivo para o tratamento de criptosporidiose. Um composto
tiazolideo, a nitazoxanida, que apresenta ampla agio contra
outros patégenos intestinais, como protozoarios, nematd-
deos e cestoides, foi introduzido mais recentemente no trata-
mento de criptosporidiose. Por ser bem tolerado e ter baixa
incidéncia de efeitos colaterais, vem sendo usado em varias
partes do mundo, especialmente nas Américas Central e do
Sgl. Nao ¢ efetivo, no entanto, para os casos de criptospori-
diose em imunocomprometidos (Snelling et al., 2007; Yoder;
Bgach, 12010). Cuidados gerais, hidratacio e tratamentos
sintomatico e antiviral para os portadores de AIDS sio as
melhores medidas terapéuticas disponiveis nesses casos. A
restauracdo da imunocompeténcia é a melhor arma contra
a infecgdo (Griffiths, 1998). Em individuos imunocompe-
tentes, a infecgao por Cryptosporidium, em geral, é autoli-
mitada, mas os sintomas podem persistir além da fase aguda
(Caccio; Chalmers, 2016). Diante das limitadas opgdes tera-
péuticas disponiveis, a busca por novos farmacos ativos con-
tra Cryptosporidium é uma area de investigagdo prioritaria
(Stebbins et al., 2018).
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1

Invasao: fosfolipases, |
proteases, hemolisinas |

P = — \
| Sobrevivéncia intracelular:
, | cisteina-proteases, HSPs, |
5  ATPases

Células do epitélio intestinal

FIGURA 9.3 Fatores de viruléncia de Cryptosporidium e sua fungao em diferentes fases do ciclo vital. Cerca de 25 fatores de viruléncia foram
descritos até o momento, com papel no excistamento dos esporozoitos, na adesao dos esporozoitos ao epitélio intestinal com a conse-
quente invaséo celular e na multiplicagao do parasito no vacuolo parasitéforo. No processo de adesao, desempenham importante papel
a glicoproteina circunsporozoita-simile (CSL, da abreviagao em inglés) e a glicoproteina 900 (gp900). Na invasao celular, estdo envolvidas
fosfolipases, proteases e hemolisinas. Proteinas de choque térmico (HSP, do inglés heat shock proteins), ATPases e cisteina-proteases sao
necessarias para a sobrevivéncia intracelular. Adaptada de Bouzid M et al., 2013.

Diagndstico laboratorial da criptosporidiose

O diagnéstico laboratorial baseia-se no achado de oocistos nas
fezes, no escarro, na bile ou em material jejunal, em exame di-
reto ou ap6s a concentragio do material com uso de flutuagéo
em sacarose, centrifugagdo em formol-éter ou técnicas simi-
lares. Os oocistos podem ser visibilizados a fresco, com mi-
croscopia Gptica comum ou microscopia de contraste de fase,
ou em material corado, com o uso de técnicas de tipo Ziehl-
Neelsen, incluindo a técnica de Kinyoun (ver .Figuras 92 ¢
9.4), além de safranina-azul de metileno, auramina e corantes
similares. Oocistos de C. hominis e C. parvum néo sdo diferen-
ciados com base em critérios morfol6gicos. . o
E importante a medida dos oocistos para a.dlfe_rencm;ao
entre os criptosporidios e Cyclospora cayetanensis (Figura9.2).
O diagnéstico histolégico pode ser feito corando-se o mate-
rial com hematoxilina-eosina ou utilizando-se a microscopia
eletronica. O principal elemento para 0 sucesso na pesquisa
de oocistos de Cryptosporidium nas 'fezes consiste em soli-
citar a realizagao de técnicas espe’cxﬁcas fie dlagr'xostllco,' es-
pecialmente de coloragdo. Os métodos lml’modlagnostncos
também sio usados, como a pesquisa de antigenos nas er’eS.
A detecgio de C. hominis/C. parvum pode ser feltg tarlx;bem
por anticorpos monoclonais nas fez~es ou na agua de a ?Ste'
cimento. Técnicas baseadas na reagao em gadela da polime-
rase (PCR) para a detecgio de DNA de oocistos em amostras

de fezes sao também utilizadas com finalidade diagnostica,
ainda que nao estejam amplamente disponiveis em laboraté-
rios de rotina.

Prevencdo e controle da criptosporidiose

As infecgbes entéricas sio responsdveis por cerca de
230.000 mortes anuais em todo o mundo. Entre as infecgdes
entéricas causadas por parasitos, cerca de 104 milhdes de ca-
$0s anuais, a maioria esta associada a protozoarios (cerca de
77 milhGes). Entre os protozodrios, Cryptosporidium é respon-
savel por 8,6 milhdes de casos anuais, com 3.759 mortes em
2010 (Ryan et al., 2018). Cryptosporidium hominis e C. parvum
$a0 parasitos cosmopolitas, ainda que mais frequentes nos pai-
ses em desenvolvimento. Infectam a maioria dos mamiferos e
sao altamente infecciosos; estima-se que o indculo necessario
para a infecgdo em individuos imunocompetentes seja de 30
oocistos, embora a dose infectante média seja de 132 oocistos
(Fayer et al., 2000).

Acredita-se que a prevaléncia e a incidéncia sejam subes-
timadas, por serem as técnicas diagnésticas relativamente la-
boriosas. As estimativas de prevaléncia sio em torno de 0,1 a
2% na populagdo geral de paises desenvolvidos, variando entre
0,5 e 10% em regi6es menos desenvolvidas. O pico de incidén-
cia em criangas ocorre entre 1 e 5 anos de idade. Um estudo
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FIGURE 9.4 Oocistos de Cryptosporidium (R), Cyclospora cayetanensis (B) e Cystoisospora belli (C) recém-eliminados nas fezes. Esfregagos co-
rados com Kinyoun. Observe as diferencas de intensidade de coloracao entre oocistos no mesmo campo microscopico (setas). Fotografias

de Marcelo Urbano Ferreira.

longitudinal na cidade de Fortaleza, no Nordeste do Brasil,
mostra que quase todas as criangas tém anticorpos contra C.
parvum quando completam 2 anos de idade, sugerindo inten-
sa exposicdo a0 parasito na primeira infancia. Aparentemente
néo existe relacio entre sexo e predisposi¢ao a infecgdo. Os
fatores que explicam o acometimento preferencial de criangas
s30, 2lém da baixa imunidade, os hébitos de higiene, a desnu-
trico e a contaminagio de 4gua e alimentos consumidos crus
(Caccio; Chalmers, 2016; Kumar et al., 2017; Ryan et al., 2018).
Nos portadores de AIDS, a prevaléncia média ¢ de 3 a 4% nos
EUA, chegando a 50% entre pacientes com AIDS hospitaliza-
dos (Griffiths, 1998). Outros grupos de risco sdo individuos
que vivem em instituicdes como orfanatos, os viajantes para
regides endémicas e os trabalhadores rurais. A distribuicio de
casos humanos causados por C. hominis e C. parvum difere
em vérias regides geograficas. Nos paises europeus, as duas
espécies sdo igualmente prevalentes, mas em outras regioes
do mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento, as

infecgdes por C. hominis sio relativamente mais frequentes
€Xiao, 2010). Tém sido registrados surtos epidémicos ligados
a transmissao por dgua, sendo o mais conhecido aquele que
ocorreu em Milwaukee, EUA, em 1993, com 400.000 casos €
cerca de 100 mortes. Depois desse, mais de 20 surtos foram
relatados nos EUA, no Reino Unido e no Japao.

Os oocistos de Cryptosporidium podem permanecer viaveis
por varios meses, mas altas temperaturas (60°C) levam a Perd"‘
de infectividade. Os oocistos resistem ao cloro, mas morrem
quando congelados e nio suportam a dessecacao (Fayer et al.,
20005 Yoder; Beach, 2010; Jex; Gasser, 2010). A prevengéo ba-
seia-se em medidas gerais de saneamento basico, educagao sa-
nitdria, filtragao da dgua, controle de contaminacdo ambiental
com fezes de animais infectados e evitando-se contato dire-
to com animais. E importante ressaltar que a criptosporidiose
ocorre nio somente em hospedeiros imunocomprometidos;
mas também em individuos imunocompetentes. Em pacien-
tes com AIDS com controle da viremia, especialmente ap0s




o tratamento com terapia antirretroviral, com células T CD4
em niveis elevados, a infecgdo pode ser autolimitada (Bouzid
etal, 2013). O tratamento com farmacos antirretrovirais tem
reduzido gradualmente a incidéncia de infecgdes oportunis-
tas em pacientes com HIV/AIDS (Barcelos et al,, 2018). Nio

ha vacinas com eficicia comprovada cont idi
ra Cryptosporidium
(Ryan et al,, 2018). U

(yclospora cayetanensis
e a ciclosporiase

Os.protozoérios do género Cyclospora sio importantes pa-
rasitos em varias espécies animais. Entretanto, das 20 espé-
cies conhecidas, apenas Cyclospora cayetanensis infecta seres
humanos. Entre 1986 e 1993, mais de 200 casos de diarreia
em imunocompetentes e imunodeprimidos foram descritos,
atribuindo-se a etiologia inicialmente a “um Cryptosporidium
grande” (Soave, 1996). Apés um periodo de confusio entre esse
organismo e as cianobactérias, os fungos e Blastocystis, Ortega
et al. obtiveram a esporulagio, a visibilizagio de esporozoitos
dentro de esporocistos e o excistamento dos oocistos em la-
boratdrio, estabelecendo-se entio a classificagdo desse orga-
nismo como coccideo, do género Cyclospora. A denominagio
de uma nova espécie, Cyclospora cayetanensis, foi proposta em
publicagdes de 1993 e 1994, com base na institui¢do onde o
organismo foi inicialmente estudado - a Universidad Peruana
Cayetano Heredia. Estudos com microscopia eletronica e
analises filogenéticas moleculares confirmaram a classifica-
¢do desse organismo como um coccideo (Ortega et al., 1998;
Ortega; Sanchez, 2010). A ciclosporiase é uma doenga endé-
mica, como a criptosporidiose, com eventuais surtos epidémi-
cos. Os primeiros casos humanos foram descritos em 1979 e
1980, em Papua Nova Guiné. De modo semelhante, Cyclospora
ndo é um novo patégeno, apenas foi reconhecida recentemen-
te (Soave, 1996; Herwaldt, 2000). .
Cyclospora  cayetanensis difere de outras espécies de
Cyclospora nédo s6 pela especificidade de, }}ospedelro, como
também pela morfologia dos oocistos, e'sferlcos e menores. A
ciclosporiase esta amplamente distribuida no mundo, como
atestam os relatos de casos nas Ameéricas, Europa, Australia,

Asia e Africa (Chacin-Bonilla; Barrios, 2011).

Aspectos hioldgicos

Cyclospora cayetanensis
supergrupo Chromalveolata

Coccidia). Por meio de técnicas c~l g
lar, concluiu-se pela estreita relagdo desse protozoario com

espécies de Eimeria (Chacin-Bonilla; Barrios, 2_01(1{), E um
protozoario intracelular obrigatério, com formagao de.vac;;o.
lo parasitéforo dentro do citoplasma da célula hospe elr’a'h eu
hébitat ¢ o intestino delgado. Desenvolve-se em u.mds?o,d 0s-
pedeiro; é, portanto, um parasito monoxeno. Os in lVlf uos
parasitados excretam 00cistos no esporulados em ;past ezes,
que precisam de 7 a 15 dias para esporulaor no am lgn ei,nez
condiges ideais de temperatura (23 2 27°C). Quano;)ula é;os
ridos por um hospedeiro suscetivel, 0s OO’?S]tOS :Sﬁeliais s
liberam os esporozoitos, infeftta.ndo~ as célu asda;;esu“a o
duodeno e do jejuno. A multiplicagdo assexua

¢ um protozodrio pertencente ao

(Alveolata - Apicomplexa -
e caracterizagdo molecu-
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merontes tipos I e II. Os merontes tipo II diferenciam-se em
formas sexuadas - os gametocitos. A fertilizagao das formas
sexuadas femininas pelas masculinas d4 origem ao zigoto.
Formam-se os oocistos, excretados antes de sua esporulagio,
fechando-se assim o ciclo. Em outras espécies de Cyclospora,
o ciclo varia conforme o hospedeiro. O tempo prolongado de
esporulagio no ambiente e tentativas malsucedidas de infec-
tar animais com oocistos esporulados levantam a hipdtese
de haver estimulos desconhecidos para o desencadeamento da
infeccdo (Ortega; Sanchez, 2010). O ciclo de C. cayetanensis
esta esquematizado na Figura 9.5. Até o momento, nao foram
encontrados outros hospedeiros de C. cayetanensis. Sera ne-
cessdrio o desenvolvimento de modelos animais e de estudos
in vitro para o esclarecimento de vérios aspectos ligados a
biologia dessa espécie.

Os oocistos sao esféricos e medem de 8 a 10 um de didme-
tro; contém, quando esporulados, dois esporocistos com dois
esporozoitos cada um (Figura 9.2). As vias de transmissdo ain-
da ndo estédo totalmente esclarecidas, embora a via orofecal, di-
retamente ou por meio da dgua e de alimentos, deva ser a mais
importante. A contaminagio direta animal a ser humano e de
pessoa a pessoa ndo foi comprovada. Possiveis reservatérios
animais da infec¢do néo foram identificados, afastando-se, até
0 momento, a transmissao zoondtica (Ortega; Sanchez, 2010;
Chacin-Bonilla; Barrios, 2011).

Fatores de viruléncia

Os mecanismos pelos quais Cyclospora causa diarreia ainda
sdo desconhecidos. Estudos histopatoldgicos de infecgoes hu-
manas mostram atrofia de vilosidades, hiperplasia de criptas
e moderada inflamagio aguda da ldmina prépria. Essas alte-
ragbes poderiam reduzir a drea de absorcio e, assim, causar
diarreia. Os relatos de diminuigdo de absorcio de xilose em
pacientes com infecgdo por C. cayetanensis reforgam essa hi-
potese. Em estudos clinicos e histopatoldgicos, observa-se que
0s sintomas cessam com a erradicagdo dos parasitos, mas as
alteragdes inflamatorias associadas persistem (Connor et al.,
1999).

Embora néo se conhega exatamente a dose infectante, acre-
dita-se, com base em estudos com outros coccideos, que seja
baixa, em torno de 10 a 100 oocistos. A variagao de viruléncia
e da suscetibilidade do hospedeiro 4 ciclosporiase permanece
pouco explorada. Existem multiplos clones de C. cayetanen-
sis, caracterizados em édreas geograficas distintas com base na
diversidade de sequéncia de nucleotidios em certas regides
gendmicas, que podem potencialmente diferir quanto a sua
viruléncia (Chacin-Bonilla; Barrios, 2011).

Aspectos clinicos e patoldgicos

Embora se afirme que a diarreia na infeccio por C. cayeta-
nensis seja clinicamente indistinguivel daquela causada por
criptosporidios e Cystoisospora belli (Barta et al., 2005), nem
sempre a diarreia ¢ a manifestagio predominante no qua-
dro da ciclosporiase. Em regides endémicas, as infecgdes
podem ser assintométicas. Em 4reas nio endémicas, o qua-
dro clinico apresenta, além da diarreia aquosa (que pode ser
ciclica, alternando-se com periodos de constipagdo intesti-
nal), importantes sintomas e sinais associados, incluindo fa-
diga profunda, indigestdo, sensacio de queimagdo (pirose) no
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FIGURAL 9.5 A e B. Oocistos ndo esporulados de Cyclospora cayetanensis recém-eliminados nas fezes e corados com Kinyoun. C. Ciclo vital

de C. cayetanensis. Fotografias de Marcelo Urbano Ferreira.

estbmago, nauseas, dores abdominais, perda de peso e vomi-
tos. A ciclosporiase é autolimitada, apesar da possibilidade de
prolongar-se por varias semanas. A demora em estabelecer o
diagndstico pode ocorrer em fungdo da predominancia dos
outros sintomas, como fadiga e perda de peso, sobre a diarreia.
Manifestaghes biliares também tém sido relatadas. Em pacien-
tes imunocomprometidos, a infecgdao pode ser prolongada e
grave, com alto grau de recorréncia, atenuada, porém, com a
terapéutica. O tratamento é bem-sucedido com sulfametoxa-
zol-trimetoprima. Tem-se proposto o uso de nitazoxanida, por
7 dias, nos pacientes com intolerancia as sulfas (Ortega et al.,
1998; Ortega; Sanchez, 2010). Alguns autores recomendam
sulfametoxazol-trimetoprima como primeira escolha (Weitzel
etal.,2017).

Diagnostico laboratorial da ciclosporiase

O diagndstico laboratorial é feito pelo encontro de oocistos
nas fezes, usando-se o exame direto ou métodos de concen-
tragdo, como flutuagio ou sedimentagdo. A visibilizagdo é
possivel com o material a fresco, em microscopia de contraste
de fase ou corado pelas técnicas de Ziehl-Neelsen modificada,
Kinyoun, safranina-azul de metileno, auramina e similares,
como para Cryptosporidium hominis/C. parvum (Figuras 9-4
e 9.5). Outras técnicas de coloragio, como Giemsa, tricromico
e Gram-chromothrope, nao coram oocistos de Cyclospora. Os
oocistos de C. hominis/C. parvum (didmetro de 2 a 4 pm) €
C. cayetanensis (diametro de 8 a 10 um) tém morfologia inter-
na distinta (Figura 9.2), e sua mensuragio é fundamental para



a diferenciagdo entre as espécies. Os oocistos de
autofluorescentes e podem ser visy
Je tluorescéncia com epiluminaq
(0$ Podem ser encontrados em
(Ortegas Sanchez, 2010). Estudo
cio de amiCOl'P0§ séricos contra Cyclospora estio em curso. A
PCR tem potencial diagndstico Por ser mais sensivel do que
a4 MICTOSCOpia, Mas nao € possivel a distingio entre oocistos
esporulados e ndo esporulados; entretanto, é a técnica de re-
feréncia para a identificacio de fontes de contaminacdo em
gmndes surtos (Herwaldt, 2000) e pode ser 1til no diagnos-
tico de infec¢des humanas por C, cayetanensis (Weitzel et al
2017). )

A estrutura populacional e a diversidade genética de C.
cayetanensis podem ser estudadas a partir do método de ti-
pagem, utilizando sequenciamento de multiplos loci (MLST,
do inglés multilocus sequence typing). Observam-se padroes
moleculares compativeis com panmixia, com eventuais ex-
pansdes clonais epidémicas e subpopulacoes geograficamente
segregadas. Andlises moleculares adicionais de espécimes de
outras regioes geograficas sdo necessarias para o melhor en-
tendimento da genética populacional de C, cayetanensis (Guo
etal., 2018).

Cyclospora sio
alizados com microscopio
d0. Além das fezes, os oocis-
aspirados jejunais e biopsias
s imunoldgicos para a detec-

Prevencao e controle da ciclosporiase

Cyclospora cayetanensis é amplamente disseminada no mun-
do. Pode ser adquirida pela ingestao de alimentos e/ou dgua
contaminados. A transmissao pessoa a pessoa nio é observa-
da, em fun¢do da necessidade de tempo de esporulagio dos
oocistos no ambiente. Ha 4reas endémicas da ciclosporia-
se tradicionalmente reconhecidas, como Haiti, Guatemala,
Peru e Nepal, mas a infecgao é diagnosticada tanto em ha-
bitantes quanto em viajantes em vérias regides do mundo,
incluindo as Américas (Venezuela, Brasil, Coldmbia, Cuba e
Argentina), Europa Oriental, India, Africa do Sul e Sudeste
Asidtico. A infeccdo acomete pessoas de todas as idades.
Existe uma marcada sazonalidade na infecgao, que coincide
com a estacdo chuvosa, no Hemisfério Sul entre dezembro
e julho. Nos EUA, as duas maiores epidemias ocorreram de
maio a julho. A explicagdo para esse fato poderl.a estar liga-
da a fatores ambientais, como temperatura e umldade?, o que
contribui para a esporulagao e sobrevivéncia dos oocistos. A
prevaléncia pode ser subestimada pela faltf de diagnostico.
Estudos realizados em comunidades de regioes em desenyol-
vimento registram estimativas de 0 2 41,6% (Chacin-Bonilla;
Barrios, 2011). . ;

A maio(iia 3ias infecgbes nos paises desenyolyldos é relatad‘a
€m pacientes que viajaram para regloes endémicas. Surtos egn-
démicos sio observados na América do Norte, desde 1995.Em
1996, 1.400 pessoas foram afetadas em 20 estados d%s Elél(/)\lg
duas provincias canadenses (Connor et al. 1999). Em
€2016, foram descritos surtos de ciclosporiase em tur istas na
Peninsula de Yucatan, México (Weitzel et al, 20}7).

Os oocistos sio altamente resistentes a desmfetantesdco-
Mumente usados na industria alimenticia ¢ aoocloro. l;odfem
sobreviver na 4gua a 4°C por 2 meses € a ?7 C por ias,
Mas s3o muito sensiveis a dessecagdo e mals failllmcen;;i;;i':
Movidos por filtragdo convencional in que (1’5 Aeg rﬁedidas
1is/C. paryum (Chacin-Bonilla; Barrios, 201 )I'ica}11a i

€ prevengio sio semelhantes aquelas que se ap tratamel; fome
Minis/C. paryum e incluem saneamento basico,
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filtragio da dgua, cuidados com a ingestdo de alimentos crus
e educacio sanitéria, além de orientagio de viajantes para zo-
nas endémicas (Ortega; Sanchez, 2010).

(ystoisospora belli (syn Isospora
belli) e a cistoisosporiase

A espécie Isospora belli, citada como agente causal de in-
feccoes humanas, é agora denominada Cystoisospora belli
(Barta et al., 2005; Lindsay et al., 2014). Todas as espécies de
Cystoisospora, que infectam mamiferos, sio parasitos intra-
celulares obrigatérios e geralmente parasitos de animais ver-
tebrados. Diversos erros taxonémicos foram corrigidos nos
Giltimos anos, como a exclusdo da espécie Isospora hominis,
agora reclassificada como Sarcocystis hominis. Embora haja
relatos de infec¢des humanas por Cystoisospora natalensis
(originalmente descrita como Isospora natalensis) na Africa
do Sul na década de 1950, considera-se C. belli a principal
espécie do género causadora de infecgdes humanas (Lindsay
etal., 1997).

Aspectos bioldgicos

Este protozodrio pertence ao supergrupo Chromalveolata
(Alveolata - Apicomplexa - Coccidia) e completa seu ciclo
em um unico hospedeiro; é, portanto, monoxeno. Estudos
moleculares indicam que os parasitos dos géneros Isospora
e Cystoisospora sio filogeneticamente mais proximos de
Toxoplasma e Neospora, heteroxenos, do que de Eimeria
(Carreno et al., 1998). Seu ciclo vital compreende duas fases,
uma assexuada e outra sexuada, como os demais protozoa-
rios estudados neste capitulo. Na fase assexuada, ocorre a
esquizogonia e, na fase sexuada, ocorrem a gametogonia e a
esporogonia (Figura 9.6). O produto final, forma infectante,
€ um oocisto ovalado que mede de 20 233 um x 10 a 19 um
de didmetro, em média 25 pum. Esses oocistos sio eliminados
ndo esporulados, necessitando de 24 a 48 horas no meio ex-
terior para se tornarem infectantes. Quando esporulados,
contém dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos
(ver Figura 9.2). A transmissao ocorre por ingestio de oocis-
tos presentes em dgua ou alimentos; nio foi assinalada conta-
minagdo pessoa a pessoa em decorréncia da necessidade da
esporulagdo no ambiente.

Fatores de viruléncia

Cystoisospora belli produz citélise epitelial. Embora tenha sido
sugerida a agdo de uma toxina para explicar a patogenia do
quadro digestério, tal suposicio nio foi confirmada (Neira
et al,, 2010). Os conhecimentos sobre os mecanismos de imu-
nidade contra esse patdgeno sio limitados, com necessidade de
mais pesquisa nessa drea (Stark et al., 2009). Histologicamente,
encontram-se atrofia de vilosidades, hiperplasia de criptas e
células inflamatérias, principalmente eosinéfilos, infiltrando
as lesdes. Varios relatos descrevem distiirbios de absor¢do de
nutrientes. As altera¢oes do sistema imunitario que levam a
doenga prolongada nao estio esclarecidas.
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FIGURA 9.6 A. Oocisto nao esporulado, re-
cém-eliminado nas fezes. B. Ciclo vital de
Cystoisospora belli. Fotografia de Claudio
Santos Ferreira.

Aspectos clinicos

O quadro clinico da cistoisosporiase pode desenvolver-se va-
rios meses ou anos apds a exposi¢ao ao agente causal. A infec-
cao por esse coccideo pode ser oligo ou assintomatica ou ainda
sintomdtica, com quadro diarreico de inicio brusco, com dores
abdominais, nduseas, febre e mal-estar geral, com oito a dez
evacuagoes liquidas por dia e perda de peso importante (5 kg
ou mais). Pode haver leucocitose e eosinofilia moderada ou
alta; esta € a tinica protozoose intestinal humana que causa
eosinofilia. Em individuos imunocompetentes, pode ser auto-
limitada, desaparecendo em algumas semanas; em pacientes
imunocomprometidos e em criangas, a diarreia pode ser gra-
ve. Em alguns pacientes, a infecgao pode durar mais de 20 anos,
com aparecimento intermitente da sintomatologia (Neira et al.,
2010). Embora o protozodrio seja geralmente restrito ao intesti-
no, existem relatos de dissemina¢do para outros 6rgaos em in-
dividuos portadores de AIDS (Curry; Smith, 1998). Em um
individuo imunocomprometido, nao portador de AIDS, foi
relatada infecgdo fatal por C. belli. (Post et al., 2018). Outras
localizagtes desse coccideo foram descritas, como figado, ve-
sicula biliar e bago (Chiu et al., 2016). Em 2016, foi publicada
uma avaliagdo clinicopatoldgica de 18 casos de cistoisosporiase
na vesicula biliar, em individuos imunocompetentes (Lai et al.,
2016). A infecgdo por C. belli responde bem a terapia com sul-
fametoxazol-trimetoprima, sulfadiazina e pirimetamina.

Diagnéstico laboratorial da cistoisosporiase

Odiagnésticolaboratorial éestabelecido peloachadode oocistos
nas fezes, usando-se técnicas de concentragio, como flutuagio
ou sedimentagao. A visibilizagdo ¢ feita a fresco, com micros-
copia 6ptica comum com pouca iluminagio ou microscopia

Esporozoitos

de contraste de fase, ou com o material corado pelas mesmas
técnicas usadas na identificagdo de Cryptosporidium hominis,
C. parvum e Cyclospora cayetanensis: Ziehl-Neelsen modifica-
da, Kinyoun, safranina-azul de metileno, auramina e similares
(Figuras 9.4 e 9.5). Em caso de dificuldade do encontro de oo-
cistos no material fecal, aspirados duodenais e eventualmente
biopsias podem ser feitos. Algumas formas teciduais foram
identificadas em casos humanos, e podem ser visualizadas por
microscopia 6ptica e eletrdnica. O diagnéstico de infecgio por
PCR pode basear-se tanto na técnica convencional como
em PCR de tempo real, que chega a 100% de especificidade e
sensibilidade (Stark et al., 2009; Chiu et al., 2016).

Prevencao e controle da cistoisosporiase

Cystoisospora belli tem distribuicio mundial, embora a maio-
ria dos casos seja encontrada nos trépicos. E endémica em
muitas regioes da Africa, Sudeste Asiatico e América do Sul.
As infecgdes entéricas por C. belli eram relativamente raras até
0 advento das sindromes de imunodeficiéncia. Até 1935, ha-
via o registro de somente 200 casos humanos de infec¢io por
C. belli no mundo. Em uma revisio de 1960, 800 casos foram
relatados, 43 deles nos EUA. Em pacientes com infecgdo pelo
HIV, as prevaléncias vdo de 0,2 a 6% na América do Norte;
1,5 a 15% na América Central; 1,8 a 32% na América do Sul.
Em outros paises, as prevaléncias estimadas sio de 0,07% no
Japdo, 41,1% na India, 1,9% em Camardes e 16% em Zambia
(Neira et al., 2010). A falta de diagnéstico, porém, pode falsear
os dados de prevaléncia no mundo todo.

Como nao se encontraram fontes animais para a infecga0
humana, a transmissdo é considerada antroponética. A pre-
vengdo da cistoisosporiase baseia-se em medidas gerais de s2-
neamento basico, educagao sanitéria, filtracio da dgua e na®



ingestao de alimentos crus, Individuos i
dos em viagem para zonas endémicas de
sobre os cuidados a serem tomados com
alimentos. Em pacientes com map
recomenda-se profilaxia secunddria com sulfametoxazol-tri-
metoprima e eventualmente pirimetamina para aqueles com
hipersensibilida;le as sulfas (Neira et al,, 2010). Ha um relato de
possivel transmissao pessoa a pessoa, talvez por contato sexual.

munocomprometi-
vem ser orientados
a ingestao de 4gua e
ifestagdes clinicas de AIDS,
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