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Topicos a serem abordados nessa aula:

1) Entamoeba histolytica e outras amebas intestinais

2) Giardia duodenalis e outros flagelados intestinais
3) Coccidios intestinais

4) Outros protozoarios intestinais



Protozoarios ndo patogénicos para o homem

Entamoeba dispar
Entamoeba moshkovskii
Entamoeba coli
Entamoeba hartmanni
Entamoeba gingivalis
Entamoeba polecki
lodamoeba butschlii

Endolimax nana

Pentatrichomonas hominis
Chilomastix mesnili
Retortamonas intestinalis

Enteromonas hominis



Entamoeba histolytica
e outras amebas intestinails



Diferenciacido morfoldgica (Entamoeba)

Quatro espécies sao morfologicamente indistinguiveis, mas
técnicas moleculares mostram que séao espécies diferentes:

* E. histolytica (patogénica) *
« E. dispar (mais comum, nao patogénica) *
* E. moshkovskii (menos comum, patogenicidade incerta) *

 E. bangladeshi (menos comum, patogenicidade incerta)

* Formam o complexo E. histolytica/E. dispar/E. moshkovskKii



Estagios evolutivos de amebas e Giardia

Giardia cyst trophozoite

duodenum via fecal-oral

—
<«
colon
Entamoeba _
cyst trophozoite

Trends Parasitol. 2011 January;27(1):17-22.



Diferenciacdo morfologica das espécies de amebas
(trofozoitas)

= Hemacias

E. hartmanni

E. histolytica
Cromatina

periférica Cariossoma central (pequeno)

Cariossoma excéntrico (grande)

E. nana |. butschlii
Sem cromatina nuclear periférica



Diferenciacdo morfologica das espécies de amebas
(cistos)

Cariossoma

E. hartmanni

J E. histolytica

Corpos cromatoides

Nucleos Y/ , .
AT Vacuolo de glicogénio

E. coll E. nana |. butschlii



Diagnostico laboratorial

Diagndstico parasitoldgico:
« Exame direto: a fresco ou corado com lugol

A fresco: permite observar a motilidade dos trofozoitas* em fezes
recém-emitidas (diarréicas) e inclusoes (p. ex. hemacias, no caso
de E. histolytica)

* diferenciar de macrofagos e células epiteliais

« Tecnicas de Hoffman e Faust: pesquisa de cistos

 Métodos de coloracao: Tionina, tricromico, hematoxilina férrica
(fixadas previamente — p. ex. fixador de Schaudinn)

— Pelo menos 3 amostras de fezes recentes devem ser examinadas

— Exame microscopico das fezes € geralmente negativo nos
pacientes com amebiase extraintestinal



Diferenciacao morfologica entre E. histolytica e E. coli

E. histolytica E. coli

Trofozoita:

Tamanho 15-60 pum 15-50 pm
Citoplasma Finamente granulado Granular grosseiro
(ecto e endo)

Hemacias As vezes presente Ausente
Cromatina (perif.) Delicada e regular Grosseira
Cariossoma Pequeno e central Grande e excéntrico
Cisto:

Numero de nucleos Até 4 Até 8
Tamanho 10-20 pum 10-35 pm
Corpo cromatoéide* Bastonete Feixes ou agulhas

(ribossomos)

* Em cistos imaturos —

red blood cells
being digested

karyosome

chromatoid
body



Trofozoita de E. histolytica
(coloracéo pela Hematoxilina férrica)

Hemacias

Trofozoita de E. histolytica

Trofozoitas de E. histolytica (microscopia de contraste
(Co|0ragéo pelo Tricrébmico) de interferéncia dlferenCIaI)



Cistos de E. histolytica

(coloracgao pelo Tricrémico)



Trofozoita de Entamoeba coli
(coloracao pelo Tricrdmico)

& CistodeE.coli: ¢/ 5 nicleos
| (coloracao pelo Tricrémico)




Trofozoita de Endolimax nana
(coloracao pelo Tricromico)

Cistos de E. nana
(coloracéao pelo Tricromico)




Trofozoita de lodamoeba butschlii
(coloracao pelo Tricrdmico)

Cisto de I. butschlii: maduro,

uninucleado
(coloracéao pelo Tricromico)




Cistos de amebas

(coloracao pelo Lugol)

Vacuolo de
glicogénio

E. nana l. butschlii



Cistos de amebas

(a fresco)

-------

‘ortn T

E. nana l. bltschlii



Diagnostico laboratorial

Diagnostico imunologico:
« Deteccao de antigenos:

Material > Fezes, soro ou exsudato de abcesso

Kits comercialmente disponiveis (ELISA) — Identificac&o de
E. histolytica/E. dispar ou E. histolytica (anticorpo monoclonal
detecta a adesina galactose-especifica)

« Deteccao de anticorpos no soro (amebiase extra-intestinal):
ELISA (anticorpos anti-lectina) — teste de referéncia *

* Sorologias sao positivas em:
Cerca de 95% de pacientes com abcesso hepatico amebiano
> 70% nagueles com infeccao intestinal ativa
10% dos portadores assintomaticos



Deteccéo de antigenos em amostras fecais

Tests/ | Analyte(s)

Time to | Fecal Sample

Product Name Format

Detected

Result

™ 96 E. histolytica Microplate < 2.5 Fresh & frozen
antigen (adhesin) ELISA hrs RT  fecal sample
(unpreserved)
25 E. histolytica Rapid EIA <30 Fresh & frozen
™ antigen (adhesin) min RT fecal sample
(unpreserved) /
Cary Blair / C+S
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https://www.techlab.com/diagnostics/parasitology-diagnostics/entamoeba-histolytica-2/e-histolytica-ii/
https://www.techlab.com/diagnostics/parasitology-diagnostics/entamoeba-histolytica-2/e-histolytica-quik-chek/

Diagnostico laboratorial

Qutros métodos:

e Cultura e analise de isoenzimas (gold standard)
— ldentificacéo de E. histolytica ou E. dispar — 1 a 2 semanas

* Molecular: Diagnostico por PCR ou real-time PCR (RNAr) —
|dentificac&o de E. histolytica ou E. dispar — 1 a 2 dias

« Exames de imagem (amebiase extra-intestinal):
— ultrassonografia ou tomografia computadorizada (figado)



Gilardia duodenalis e
outros flagelados intestinais



Flagelados das vias digestivas

Giardia duodenalis, G. lamblia ou G. intestinalis (intestino
delgado - duodeno)

Chilomastix mesnili, Enteromonas hominis*, Retortamonas
Intestinalis*, Pentatrichomonas hominis, Dientamoeba fragilis
(intestino grosso)

Trichomonas tenax (boca)

* Raramente encontrados



Morfologia

Giardia duodenalis
Forma de pera

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display. Oval
Simetria bilateral Nucleus ,Ventral depression
12um X 8um
20um X 10um )
" " Nucleos (2 ou 4)
Disco suctorial A
(ventosa) xonema
Nucleos (2) Nuclei Fibrilas
Axonema Corpos
parabasais
Corpos
parabasais Membrana
externa bem
Flagelos Trofozoita Cisto destacada do

(4 pares) @ citoplasma



Diagnostico laboratorial

Diagnostico Parasitologico:

Meétodo direto a fresco ou corado com lugol

Fezes liquidas — pesquisa de trofozoitas (a fresco)
Fezes solidas — pesquisa de cistos

Técnica de Hoffman e Faust: pesquisa de cistos

Métodos de coloragao: Tricromico ou Hematoxilina ferrica
(fixadas previamente — SAF ou fixador de Schaudinn)

Pelo menos 3 amostras de fezes devem ser examinadas
Sensibilidade do exame: 1 amostra (50-70%)
3 amostras (85-90%)
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Cisto e trofozoita
(Coloracao pelo lugol)



Diagnostico laboratorial

Diagnoéstico Imunologico:

 Deteccao de antigenos (testes disponiveis comercialmente):

ELISA, Imunofluorescéncia e Imunocromatograficos (testes
rapidos) = Alta sensibilidade e especificidade

Fluorescent antibody test using axenic culture of
* Detecgao de anticorpos: & o
Imunofluorescéncia indireta
ELISA
Western blot

= Baixa sensibilidade




Dientamoeba fragilis

* Foi reclassificado como flagelado com base em
dados de microscopia eletronica e analises
filogenéticas (RNAr); Nao possui flagelos visiveis

» Diversos estudos tém associado a presenca de D.
fragilis com sintomas gastrointestinais, incluindo
diarréia cronica;

» Existem evidéncias de transmissao por meio de ovos
de helmintos (Enterobius vermicularis)

Nucleos Trofozoita A fresco

(a maioria tem 2)

Cariossoma fragmentado
Sem cromatina periférica




Principais caracteristicas para identificacédo de
flagelados intestinais em esfregacos corados

Parasita Forma cistos? Numero de Numero de
flagelos nucleos

(trofozoita) (trofozoita)

G. intestinalis Sim (oval) 4 pares 2

C. mesnili Sim (forma de limao) 4 1

E. hominis Sim (oval) 4 1

R. intestinalis Sim (forma de pera) 2 1

T. hominis Nao 5 1

D. fragilis Sim (?) Sem flagelos 1-2

externos




Coccidios



Coccidios Intestinails

* Cryptosporidium parvum
 Cryptosporidium hominis

* [sospora belli

 Cyclospora cayetanensis

Associados a hospedeiros
imunocomprometidos e surtos em
imunocompetentes

[p. ex. surto macico (>400.000 pessoas)

de Cryptosporidium transmitido pela agua
contaminada pelo esgoto em Milwaukee (EUA,
1993)]

Associada a quadros diarreicos em

viajantes ou a surtos ocasionais em
comunidades (ocorréncia sazonal)

(p. ex., o surto de infeccdo por Cyclospora
cayetanensis de 2018 em varios estados norte-
americanos atribuivel a bandejas de verduras
contaminadas)

=" Todos sao parasitas intracelulares obrigatorios (intestino delgado)



Morfologia comparativa dos coccidios
Intestinais

Cryptosporidium sp Isospora belli C. cayetanensis

*
Oocistos nao
esporulados

: *
Oocistos -
esporulados \ )
4-64
4 esporozoitas 30x12u 8-10u
n=4 2 esporocistos com 2 esporocistos com
4 esporozoitas cada 2 esporozoitas cada
(n=8) / (n=2)

X

*Formas encontradas nas fezes Esporozoita



Cryptosporidium sp ~26 espécies

Tabela 1 — Espécies de Cryprosporidium e principais hospedeiros

Especies de Cryptosporidium

Principais hospedeiros

Cryptosporidium andersoni *

Bovinos, camelos (Lindsay et al., 2000)

Cryptosporidium baileyi

Aves (Current et al., 1980)

Cryptosporidium bovis

Bovinos (Fayer et al., 2003)

Cryptosporidium canis *

Caes (Fayer et al., 2001)

Cryptosporidium fayeri

Canguru vermelho (Ryan et al., 2008)

Cryptosporidium fragile

Antfibios (Jirtku et al., 2008)

Cryptosporidium felis * Gatos (Iseki, 1979)

Cryptosporidium galli Aves (Pavlasek, 1999)

Cryptosporidium hominis * Humanos, macacos (Morgan-Ryan et al., 2002)
Cryptosporidium macropodum Canguyu cinza (Power e Ryan, 2008)
Cryptosporidium meleagridis * Perus, humanos (Slavin, 1933)

Cryptosporidium molnari

Peixes (Alvarez-Pellitero e Sitja-Bobadilla, 2002)

Cryptosporidium muris

Roedores (Tyzzer, 1910)

* It

Cryptosporidium parvum

Bovinos, outros ruminantes, humanos (Tyzzer, 1912)

Cryptosporidium ryanae

Bovinos (Fayer et al., 2008)

Cryptosporidium scophthalmi

Peixes (Alvarez-Pellitero et al., 2004)

Cryptosporidium serpentis

Serpentes (Levine, 1980; Brownstein et al., 1977)

Cryptosporidium suis *

Suinos (Ryan et al., 2004)

Cryptosporidium varanii

Lagarto-monitor (Pavlasek et al., 1993)

Cryptosporidium xiaoi

Ovinos (Fayer e Santin, 2009)

Cryptosporidium wrairi

Porquinho-da-india (Vetterling et al., 1971)

Fonte: Fayer (2009) e Fayer e Santin (2009) *

Espécies que podem causar infeccdo no homem




Formas clinicas da Criptosporidiose
Intestinal

Water
* Assintomatica

 Autolimitada aguda
Sporozoites
* Cronica (> 1 més)*

 Fulminante *

Invade intestinal epithelial cell

Obs: Poucos oocistos (< 100) sdo necessarios para provocar doenca, aumentando assim
0 risco de transmissao de pessoa para pessoa.

* Em imunocomprometidos (portadores de AIDS, pessoas em tratamento quimioterapico ou
radioterapico e individuos com imunodeficiéncias congénitas) pode ocorrer disseminagcao
extra-intestinal para o figado, pancreas e pulmao.



Diagnostico Laboratorial

Diagnaostico parasitoldgico:
* Pesquisa de oocistos nas fezes:

- Técnica de Ritchie — microscopia optica ou contraste de fase

= Ha necessidade de examinar multiplas amostras de fezes
= Diagnostico diferencial com leveduras

 Aspirado duodenal e jejunal — exame histologico (coloracao
com HE)



Microsocopia optica Contraste de fase

Oocistos de Cryptosporidium


http://www2.provlab.ab.ca/bugs/webbug/parasite/artifact/image/7crypto.jpg
http://www2.provlab.ab.ca/bugs/webbug/parasite/artifact/image/7crypto.jpg

Diagnostico Laboratorial

Diagnaostico parasitoldgico:

* Tecnicas de coloracéo:

Kinyoun (a frio) ou Ziehl-Neelsen modificado — oocistos de

coloracao vermelha
Safranina-azul-de-metileno

= Leveduras — mesma coloracao de fundo da preparacao

Auramina-rodamina (corante fluorescente: oocistos alaranjados)
Auramina-fuccina fenicada (oocistos alaranjados)

= Leveduras — nao se coram



(Técnica de Kinyoun) (Auramina-rodamina)

Oocistos de Cryptosporidium



Diagnostico Laboratorial

Diagnostico imunoldgico:

* Deteccao de antigenos em amostras fecais utilizando-se
anticorpos monoclonais

Ensaios imunoenzimaticos: ELISA e imunocromatograficos
Imunofluorescéncia direta

» Deteccao de anticorpos por ELISA



Commercially available diagnostic kits for detection of Cryptosporidium spp.
(primarily in clinical specimens; partial list)
Kit Name Manufacturer/distribu a oo —_— .
(Clinical specimens) tor Type of test Sensitivity? | Specificity Comparison test Ref.
97 98 acid-fast stain, IIF3
98 98 acid-fast stain ;
ProSpecT/ Cryptosporidium [Alexon, Inc. ElA-plate 96 99.5 M-DIF4 3
94 99 M-DIF4, acid-fast, 4
97) (98) Color Vue
- 100 100 auramine stain, N-
- 5
IDEIA Cryptosporidium Dako Corp. ElA-plate (93.1) ©8.7) |DIFs
. - - 100 100 acid-fast stain
™
;\é‘?g;';or SO L 'E)"iea”?]'sgﬂcs e |PFA.1gG 96 100 |acid-fast, ProSpecT, e
9 o 72 (100) (100)  |cColor Vue
93 93 IIF3 .
- 76 100 M-DIF*
- : 3
Color Vue Cryptosporidium |Seradyn, Inc. ElA-plate 94 100 M-DIF4. acid-fast, :
(92) (100) [ProSpecT
Cryptosporidium Antigen . i 66.3 99.8 acid-fast, auramine 8
Detection Microwell ELISA  |-VD Laboratories  |EIA-plate 03 9  [IIF3 9

1.1 EIA = enzyme immunoassay; DFA = direct immunofluorescence assay, IIF = indirect immunofluorescence assay, NA = not available

2.2 Percent specificity or specificity compared to conventional methods, numbers in parentheses indicate values reported by the manufacturer
3.3 IIF = indirect immunofluorescence (MeriFluor Cryptosporidium/Giardia assay)

4.4 M-DIF = direct immunofluorescence (MeriFluor Cryptosporidium/Giardia assay)

5.5 N-DIF = direct immunofluorescence (DetectIF Cryptosporidium, Shield Diagnostics, Ltd.)



Deteccéo de antigenos em amostras fecais

Time to | Fecal Sample
Result | Type

Product Name Analyte(s) Detected

96 Giardia cyst Microplate < 2.0 Fresh & frozen
antigen Cryptosporidium ELISA hrs RT  fecal sample
oocyst antigen E. (unpreserved) /
histolytica antigen Cary Blair / C+S

(adhesin)


https://www.techlab.com/diagnostics/parasitology-diagnostics/tri-combo-parasite-screen/

Giardia

Oocistos de Cryptosporidium
(Imunofluorescéncia direta)

Kits disponiveis comercialmente:

MeriFluor™ Cryptosporidium/Giardia (Meridian Diagnostics Inc., Cincinnati, OH, 45244,
USA); Detect IF Cryptosporidium (Shield Diagnostics, Ltd., Dundee DD1 1 SW,
Scotland, UK); and Crypto IF Kit (TechLab, Blacksburg, VA, 24060, USA).


http://wilkes.edu/~eqc/images/cpfitc1s.jpg
http://wilkes.edu/~eqc/images/cpfitc1s.jpg

Diagnostico Laboratorial

Diagnostico molecular por PCR: Ha ensaios baseados em DNA
sensiveis e especificos para deteccéao e diferenciacao entre C. parvum
e C. hominis.

C. hominis: gendtipo | — infecta 1'400_).5. ;
somente 0 homem
600 —>
C. parvum: gendtipo Il — infecta e
o homem e diferentes = T
animais (bovino)
100—>

) A . Cryptosporidium parvum DNA
= morfologicamente idénticos



Isospora belli: Diagndstico Laboratorial

Diagnaostico parasitoldgico:
e Pesquisa de oocistos nas fezes:

- Técnica de Ritchie (+ recomendada) — microscopia Optica (com lugol)
ou contraste de fase

- Técnica de Hoffmann

= Os oocistos encontrados nas fezes sao imaturos (contendo
1 ou 2 esporoblastos)

Autofluorescéncia: oocistos fluorescem sob luz ultravioleta (UV)
Filtro: 330-380 nm — oocistos de coloracao azul



1 esporoblasto

Oocistos imaturos de Isospora belli

2 esporoblastos

Oocistos de . belli
(autofluorescéncia)




Isospora belli: Diagndstico Laboratorial

Diagnaostico parasitoldgico:
* Tecnicas de coloracao:

- Kinyoun (a frio) ou Ziehl-Neelsen modificado — oocistos de
coloracao vermelha

- Auramina-rodamina — cor amarelo-esverdeada em microscopia
de fluorescéncia

* Pesquisa de oocistos em aspirado duodenal e biliar

* Biopsia intestinal (duodeno)



Oocistos de Isospora belli

Bidpsia de duodenoO

Fluorescéncia
(Auramina-rodamina)



Cyclospora cayetanensis: Diagnostico Laboratorial

Diagndstico parasitoldgico:

* Pesquisa de oocistos nas fezes — técnica de Ritchie
=0 numero de oocistos eliminados nas fezes € muito baixo
Microscopia por contraste de fase ou luz UV: autofluorescéncia

Filtro: 330-365 nm (oocistos de coloracao azul )
450-490 nm (oocistos de coloracao verde)
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Exame a fresco Exame c/ lugol

Oocistos de Cyclospora
cayetanensis

Autofluorescéncia




Cyclospora cayetanensis: Diagnostico Laboratorial

Diagndstico parasitoldgico:

* Tecnicas de coloracao:

Kinyoun — oocistos de coloracao vermelha (acido-resistente-
variavel)

Safranina-azul-de-metileno — oocistos de coloragcao uniforme

= Diagnostico diferencial com C. parvum — tamanho do oocisto /
acido-resisténcia-variavel / necessidade de esporulacao



Método de Kinyoun Safranina-azul-de-metileno

Oocistos de Cyclospora cayetanensis



Cyclospora cayetanensis: Diagndstico Laboratorial

Outros métodos:

* Ensaio de esporulacao — dicromato de potassio 2,5%

e Pesquisa de oocistos em aspirados jejunais e biopsias

 Diagnostico por PCR



Roteiro para diagnostico de coccidios intestinais

|

Fixacao em formalina tamponada

l

Concentracao das fezes (método de Ritchie)

Microscopia de
fluorescéncia

!

Presenca de
autofluorescéncia

l

Isospora
Cyclospora

/

v

v

Kynioun

N\

Fluorescéncia
pela Auramina

!

Sugestivo de oocistos
de coccidios

l

A

Presenca de oocistos alcool-acido resistentes

|

Cryptosporidium, Isospora, Cyclospora



Coccidios intestinais

Cryptosporidium . belli C. cayetanensis



Qutros protozoarios
Intestinais



Balantidium coli (ciliado)

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

Macronucleus

Micronucleus

Vacuole

o).
S

Cytostome

Ciliatufts ~ Cystwall
Trophozoite Mature Cyst
Apresenta o corpo recoberto de cilios Esférico
60-100um x 50-80um * 40-60pm *
Citéstoma 2 nucleos: macro e micronucleo
2 nucleos: macro e micronucleo Vacuolos digestivos
Vacuolos digestivos * Maior protozodrio parasita e Unico

ciliado patogénico para o homem



Balantidium coli

 Parasita natural de suinos

 No homem: A maioria das infeccdes é assintomatica ou apresenta
sintomas leves (diarreia, colicas abdominais e febre baixa).

« Em casos mais graves, a infeccao pode levar a complicacoes
significativas, como colite balantidial, disenteria, desidratacéo,
perda de peso e perfuracao intestinal*

* Pode ocorrer invaséo de orgaos extra-intestinais (em geral, pulmao)
em individuos imunocromprometidos



Cilios

Macronucleo

Citéstoma .

Trofozoita de B. coli Cisto de B. coli
(Lugol)

Corte de intestino (HE)




Blastocystis hominis

* Considerado por muitos anos como fungo
* Reclassificado como protozoario (1976)

» Organismo polimorfico: vacuolar, granular, ameboide, cistica

Human
Host
Intestine

/‘* ';;-:L A Mais comumente
encontrada nas fezes

Binary Em pacientes
H HESicn Sintomaticos
\ ' (raramente observada)

External N

envi mnment\ Amoeboid
‘-.
Em 'porta(,j(')res
assintomaticos

Cyst intermediate Granular


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Blastocystis_life_cycle_Valzn.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Blastocystis_life_cycle_Valzn.png

N

Blastocystis hominis

* Embora haja algum debate sobre o potencial patogénico desse protozoario,

algumas cepas de B. hominis tém sido associadas a sintomas gastrointestinais,

como diarreia crénica, dor abdominal, nduseas e fadiga - Considerado

oportunista em imunodeprimidos

 Técnica de Ritchie — coloracéo (+ sensivel)

A fresco

* diferenciar de leveduras




Sumario dos protozoarios que podem causar
sintomas intestinais persistentes

Parasita Diarréia Dor Sangue nas

persistente  abdominal fezes
persistente

Entamoeba histolytica + + +
Giardia duodenalis + + _
Dientamoeba fragilis + + -
Balantidium coli + + +
Blastocystis hominis (+) (+) -
Cryptosporidium + + -
Cyclospora cayetanenensis + - -
Isospora belli + (+) -
Microsporidios + + -

+ risco existente, (+) baixo risco, - sem risco



Protozoarios causadores de diarréia
persistente

Average cell size

~75x55um ~25x15um 12-60um ~10|Jm ~7x10pm  6-40ym  8-10pm  ~4-6um

AL

a ®

Cryptosporidium sp
C. cayetanensis

B. hominis

G. duodenalis

E. histolytica D. fragilis

. Isospora belli
Balantidium coli
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