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INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos trés maiores produtores e exportadores de alimentos do planeta.
Porém, o mundo espera mais do nosso pais, pois de acordo com a FAO, o Brasil precisa
contribuir com 40% do objetivo de dobrar a producdo de alimentos até 2050, para saciar a fome
da populacdo mundial, que tera 9,8 bilhdes de pessoas. No caso da carne bovina, a meta € dobrar
a producdo de 9,5 milhdes de toneladas para 19 milhdes de toneladas. O Ministério da
Agricultura projeta que, at¢ 2021, o Brasil deve ser lider no fornecimento de alimentos no
mundo, produzindo mais graos, carnes, proteina vegetal e animal do que os demais paises.

Meédicos Veterinarios e criadores tem como fun¢do dar subsidio para que os animais
de produgado consigam desempenhar potencial zootécnico. Dessa forma tem se melhor padrao
genético dos animais e consequentemente, aumento da produtividade dos produtos de origem
animal. O aumento em produtividade, também, se baseia em outros elementos importantes, tais
como o aumento do ganho de peso dos animais, a diminui¢do na mortalidade, o aumento nas
taxas de natalidade e também, na expressiva diminui¢cdo na idade ao abate, isso fara que haja
melhora nos indices de desfrute do rebanho, que pode evoluir para até 25%.

As agdes de manejo relacionado com a maior produtividade de animal tornam a
exploragdo pecudria mais intensa como o aumento da densidade animal relativa, levando a
maior incidéncia dos problemas sanitarios.

Blastocystis spp. € Enterocytozoon bieneusi sdo parasitos ubiquos comuns do
trato gastrointestinal de humanos e de outros animais (LEE, 2008). Porém, esses
microrganismos sdo pouco conhecidos e informagdes como, taxonomia, ciclo de vida e
transmissdo para os hospedeiros ndo foram totalmente elucidados ( BOREHAM e STENZEL
1996).

Muito do que se sabe sobre Blastocystis spp. foi mencionado por Zierdt nas décadas de
70 e 80, porém a descrigdao taxondmica do parasito somente foi realizada em 1991 com advento
da microscopia eletronica (TAN, 2004). A partir desse periodo varios estudos de prevaléncia
foram realizados sendo o parasito observando em humanos e também, em animais de producao,
aves silvestres, repteis e ratos (BOREHAM e STENZEL, 1996). A partir do desenvolvimento
das técnicas moleculares a taxonomia e morfologia foram revistas evidenciando forte sugestao

de ser organismo com potencial zoondtico (TAN, 2004).
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Infecgdes por microsporidios estdo associadas com varios sintomas clinicos em
humanos entretanto, ¢ pouco conhecido a a¢do nos animais. Esses patdgenos sao eucariotos
unicelulares que formam esporos, sendo um grupo diverso de parasitos que infectam vérias
células eucariotas de numerosos hospedeiros invertebrados e vertebrados.. Dentre essas
espécies duas sdao responsaveis por doencas gastrointestinais, Enterocytozoon intestinalis e
Encephalitozoon intestinalis os quais sao mais frequentemente envolvidos em infe¢do humana
(DESPORTES et al., 1993; HARTSKEERL et al., 1995).

A presenga de formas infectantes desses patégenos em fontes de dgua e alimento
representa séria ameaga a saude publica, podendo causar surtos de origem hidrica e alimentar.
Descargas de adguas residuais em agua de superficie podem causar acumulo de cistos e esporos
em fontes de dgua potavel. Além disso varios animais podem se infectar propagar e disseminar
os parasitos no meio ambiente pelas fezes (CUNHA, 2017).

Apesar dos parasitos terem sido descritos ha muitos anos as caracteristicas relacionadas

a patogenia, transmissdo, epidemiologia e carater zoonotico ndo estdo bem elucidadas.

1.1 Blastocystis spp.

E um dos microrganismos mais comuns que infectam intestino de humanos e animais
(STENZEL, BOREHAM, 1996; TAN, 2004; TAN, 2008). Estd presente em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento e, estudos tém demonstrado que apresenta potencial
zoondtico (TAN, 2004; SANTIN; FAYER, 2011). Este tem baixa especifidade de hospedeiros
tendo sido isolado em uma variedade de animais como primatas ndo humanos, aves, anfibios,
bovinos, anfibios, roedores e moscas.

Muitos pesquisadores tem dificuldade em classificar Blastocystis e erroneamente o
descrevem como cistos de flagelado, material vegetal, leveduras e fungos. Zierdt(1991) o
classificou como esporozoario, entretanto pesquisas moleculares observaram que o parasito nao
tinha afinidade com fungos, sarcodineos ou esporozoarios. Na mais recente Cavalier-Smith
(1998) inseriu o parasito no Reino Chromista, Filo Opalinata, Classe Blastocystea, Ordem
Blastocystida, Familia Blastocystidae. Essa classificacdo marca o Blastocystis como o primeiro
chromista conhecido parasitando humanos e animais.

O género € composto por duas espécies sendo Blastocystis spp. (syn. B. hominis) que
parasitam intestino delgado e grosso de humanos e outros mamiferos e Blastocystis spp. (Syn e

Blastocystis gallinarium) que parasitam o intestino grosso e ceco de galinhas e faisdes. O
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parasito apresenta pouca especifidade quanto ao hospedeiro, de modo que os nomes das
espécies sao considerados redundantes e sdo, denominados como subtipos (ST1-ST10)

Morfologicamente ¢ microrganismo polimoérfico sendo reconhecidas a forma vacular,
granular, ameboide e cistica, ndo havendo informagdes de como ocorre a transi¢gdo de uma
forma para a outra.. At¢ o momento, acredita-se que a transmissao seja por ingestao de agua,
alimentos contaminados por fezes de animais e pessoas infectadas com cistos, forma resistente
(LEELAYOOVA et al., 2005; YOSHIKAWA et al., 2004).

Dados epidemioldgicos mostraram a possivel relacdo entre a presenga de
Blastocystis spp. € patdgenos secundarios sendo o parasito classificado como agente
patogénico (TAN, 2008).

Apresenta morfologia pleomorfica a qual muda, durante o ciclo de vida, entre ameboide,
vacuolar, granular e cistica, sendo a identificacdo problematica (TAN, 2008).

Estudos em animais demonstraram que a forma cistica do parasito, por ser resistente a
agua e a fatores ambientais, pode ser considerada a forma de transmissdao (SURESH et al., 1993;
MOE et al., 1997). A forma cistica pode ser transmitida por alimentos, 4gua e por contato direto
entre pessoas (HOTEZ, 2000; TAN; SURESH; SMITH, 2008; FLETCHER, 2012).

O ciclo de vida (FIGURA 1) ndo estd bem elucidado, devido a falta de modelo
animal, adequado, para o estudo dos aspectos da biologia do parasito, entretanto existe consenso
entre diferentes autores que, a forma infectante € o cisto.

Apbés os cistos serem ingeridos pelo hospedeiro, passam pelo processo de
desencistamento no intestino grosso e, se desenvolve para a forma vacuolares as quais podem
se dividir (divisdo binaria) e evoluirem para as formas ameboide ou granular. Em algumas
formas granulares ocorre o encistamento durante a travessia pelo coldn, antes da excre¢do nas
fezes (TAN, 2008

A transmissao para os hospedeiros ndo estd bem clara, mas pode estar associada a rota
fecal-oral, contato com animais infectados e com ingestdo de alimentos e 4gua contaminados
os cistos do parasito ( PARKAR et al., 2007).

A patogenicidade de Blastocystis spp. € controversa e estudos sdo necessarios para a
compreensdo das infecgdes associadas aos diferentes subtipos bem como o potencial zoonotico,
uma vez que as infec¢des em humanos sdo frequentemente associadas ao contato direto com
animais infectados (YOSHIKAWA et al., 2008). Nos sintomaticos as manifestagdes clinicas
sao inespecificas e incluem dor abdominal, nauseas, diarreia, sindrome do intestino irritavel

(IBS) e lesdes cutaneas alérgicas (YAKOOB et al., 2010)
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Alguns animais parecem exibir maior prevaléncia de Blastocystis tais como ratos de
laboratdrio (60%), porcos (70 a 95%), aves (50 a 100%) e bovinos (95 a 100%)(TAN, 2004).
Devido a isso esse grupo de animais e considerados fontes zoonoticas de transmissdo para
humanos. A prevaléncia em outros animais ¢ variavel sendo observado em cdes domésticos e
coelhos domésticos no Japao (TAN,2004). No Brasil, um estudo realizado em Uberaba
demonstrou que porcos, ovelhas, bovinos e caes podem ter positividade (FRANCO MOURA et
al.,2018). David et al. (2015), em Sao Paulo (SP), pela PCR, observaram que 53,13% dos
humanos estavam positivos para Blastocystis sp. € os caes todos negativos.

O parasito esta dividido em 17 subtipos (STs) nos quais humanos podem se infectar por
nove, sendo ST3 e ST9 encontrados apenas em humanos. Os subtipos 1, 2, 5 ¢ 8 podem ser
encontrados em humanos e animais (primata, suinos, bovinos), o ST4 em roedores ¢ 0 ST6, 7 e
8 em aves. Os subtipos 10 a 17 sdo exclusivamente encontrados em animais, sendo o ST10 ¢ 15
em Artiodactyla e primatas ndo humanos; ST11 em Proboscidea; ST12 em Artiodactylae
marsupiais; ST13 em primatas ndo humanos e marsupiais; ST14 em Artiodactyla;ST16 em
marsupiais e ST17 em roedores (WAWRZYNIAK et al., 2013). Estudos realizados na Europa,
Africa, Asia, Oceania ¢ Oriente Médio demonstraram que o subtipo mais encontrado em
infec¢coes humanas ¢ o ST3(WAWRZYNIAK et al., 2013).

Pesquisas sobre as seqiiéncia de genes desse parasito em relagdo a transmissdo cruzada
entre animais ¢ humanos, sugere que os STs de origem animal possuem potencial zoonotico e,
provavelmente, sdo capazes de infectar humanos (WAWRZYNIAK et al., 2013). No Brasil até
o momento observou-se a predominancia do subtipo 1 (FRANCO MOURA et al.,2018).

As formas de diagnostico de variam entre técnicas de coloragdo, exame direto das fezes,
cultura, flutuagdo em formol-éter e mais recentemente, por reacdo em cadeia de polimerase
(PCR). Devido a diversidade morfologica do parasito a utilizacdo de microscopia de luz nao ¢
problema, pois pode ser confundido com outros microrganismos (STENSVOLD et al., 2007).
Novos protocolos de PCR tém sido desenvolvidos na tentativa de melhorar o diagndstico de
Blastocystis spp. (SANTIN et al.2011; ABE; KIMATA; ISEKI 2009; YOSHIKAWA et al.,
2004).
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Figura 1.
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Fonte: Casavechia, Maria Teresa; 2013

1.2 Enterocytozoon bieneusi

O Filo Microsporidia consiste em mais de 140 géneros e com mais de 1200 espécies,
infecta animais invertebrados, vertebrados (DIDIER et al., 1995). Em humanos apenas oito
géneros e 14 espécies sdo responsaveis pela infecdo. As espécies de microsporidias mais
comuns em humanos sdo o bieneusi, Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon intestinalis e

Encephalitozoon hellem. Dessas Enterocytozoon bieneusi ¢ frequentemente diagnosticado do
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mundo ¢ considerado patdogeno oportunista em humanos imunocomprometidos, animais
silvestre e domésticos. Historicamente esse parasito foi reconhecido como um dos patogenos
na industria animal no ano de 1857 (THELLIER e BRETON,2008). Entretanto a descri¢ao
completa foi realizada nos anos 80 pela microscopia eletronica, sendo o parasito considerado
como microrganismo oportunista que acometia pacientes com AIDS, causando diarreia cronica
(DESPORTESI et al., 1985).

O esporo ¢ a fase infectante, sendo a unica encontrada fora da célula hospedeira.
Possui forma oval, s3o pequenos (0,5 x 1,5 pm) e envolvidos por uma camada de glicoproteina.
Possui membrana plasmatica interna e dentro dessa, ha o citoplasma que ¢ o material infectante,
com um unico nucleo (KEELING.,FAST, 2002). Apresentam um aparelho de extrusao
composto por um tubo polar e cloroplasto, permitindo que o esporo penetre ¢ infecte a célula
hospedeira. Os esporos do parasito sdo eliminados nas fezes dos hospedeiros infectados e sdo
resistentes no meio ambiente(SANTIN, 2010).

A transmissdo ocorre por via fecal-oral por contato com animais ¢ humanos
infectados, por agua e alimentos contaminados com esporos do parasito. (DIDIER et al., 1995;
SANTIN, 2011; GALVAN-DIAZ et al., 2014). Tem sido encontrado em varias fontes de agua,
potavel, em efluentes de estacdes de tratamento e aguas de irrigagdo, sugerindo que essas fontes
podem ser veiculos para a transmissdo do parasito para o homem e animais (FIUZA et al.,
2016).

O ciclo de vida inicia com a ingestdo dos esporos pelo hospedeiro (animal ou
humano). Os esporos, pelos tubos polares, inoculam o citoplasma e o ntcleo da célula
hospedeira iniciando o crescimento e a divisdo do parasito. Apds a divisdo, hd o
desenvolvimento do aparelho de extrusdo. Nucleos individuais, com tubos polares amadurecem
e transformam-se em esporoblastos que se desenvolvem em esporos maduros, os quais sao

excretados nas fezes podendo infectar outros hospedeiros. (Figura 2)
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Figura 2.
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Fonte: Santin e Fayer (2011).

A prevaléncia ¢ varidvel, mas em grande parte os paises em desenvolvimento
apresentam maior prevaléncia, do que paises desenvolvidos. Este fato pode estar associado aos
habitos de higiene, a exposi¢do dos animais ao parasito ¢ o consumo de comida e agua
contaminados (DIDIER et al., 1995).

Sdo reconhecidos até o momento 204 gendtipos baseados na andlise da regido ITS,
identificados em agua e animais da zona rural e urbana, incluindo suinos, bovinos, caes, gatos,
cabras e lhama (DENGIEL et al., 1996; SANTIN et al., 2006). Uma variedade de gendtipos
zoondticos (Exemplo: D, EbpC, IV, WLI11) e alguns adaptados ao hospedeiro

(predominantemente o PtEb IX discordante) contribuiram para infec¢des por E. bieneusi em
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gatos e caes (Santin et al., 2006; Abe et al., 2009 , Zhang et al., 2011 ). Evidenciando que o
papel de animais de estimacdo na transmissdo zoonotica de microsporidiose pode ser mais
comum do que se acredita atualmente.

E. bieneusi foi confirmado por PCR e microscopia eletronica como o uUnico
patogeno entérico encontrado em cinco dos 11 pacientes incluidos em um estudo de 40
individuos HIV + com diarreia cronica no estado do Rio de Janeiro (Brasil et al.,2000 ).
Trabalhos como os de Lee(2008), Santin, Fayer, (2009), Santin(2010) determinaram a
prevaléncia em bovinos, equinos em varios paises do mundo.

Infecgdes por E. bieneusi estdo mais associadas ao trato gastrointestinal com
diarréia cronica (MOLINA et al., 1993), podendo, também, causar danos ao trato respiratorio,
mais relatado em pacientes imunocomprometidos (BOTTEREL et al., 2002; SODGI et al.,
2004).

Os métodos de diagnostico como a microscopia de luz e eletronica sdo dificultados
devido ao pequeno tamanho dos esporos do parasito (0,5 x 1,5 um) e ‘kits’ comerciais para
ensaio soroldgico ndo estdo disponiveis (SAK et al., 2008; WEBER et al., 1994). Devido a essas
dificuldades, o diagndstico molecular pela PCR tem sido utilizado para detectar E. bieneusi,
sendo metodologia de alta sensibilidade, com a possibilidade de identificar gendtipos e espécies

(MUNGTHIN , 2005; RINDER et al., 1998).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401715000321?via%3Dihub#bib0160
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401715000321?via%3Dihub#bib0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401715000321?via%3Dihub#bib0225
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JUSTIFICATIVA

Blastocystis spp. € E. bieneusi sao parasitos comuns do trato gastrointestinal de humanos
e de outros animais, tanto em paises desenvolvidos quanto nos em desenvolvimento.
Atualmente sdo considerados protozoarios com potencial zoonético, com possibilidades de
gerar perdas econdmicas de forma indireta para os animais.

A facil disseminacdo ambiental desses parasitos pode levar a surtos epidémicos de
transmissao hidrica, fazendo com que animais e também humanos tenham importancia
epidemioldgica na disseminagdo dos esporos. Apesar dos animais serem considerados
potenciais desse parasito, porem poucos estudos descrevem o papel desses na cadeia de
transmissao.

No Brasil existem poucos trabalhos associados a esses parasitos, ndo havendo grandes
levantamentos epidemioldgicos assim como, também, quais subtipos sdo 0s mais importantes.
Nas microrregides de Uberaba e de Uberlandia, existem apenas dois trabalhos envolvendo o
Blastocystis spp. E. bieneusi, em animais de fazenda e domésticos respectivamente.

O setor pecuario brasileiro tem destaque econdomico ampliando os sistemas produtivos
nos quais € necessario o aumento da concentracao de animais nos criadouros levando a maior
possibilidade de dispersao e infec¢do de patégenos. Baseado nisso faz-se necessario estudos
que deem maior conhecimento e atengdo a esses parasitos e, consequentemente avalie os

impactos que 0s mesmos promovem sobre os animais de produgao.
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3. OBJETIVOS

Geral:
Determinar a positividade de Blastocystis spp. € Enterocytozoon bieneusi pela PCR em
amostras fecais de animais procedentes de propriedades rurais da microrregiao de Uberlandia,

Minas Gerais.
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MATERIAL E METODOS:

4.1 Comité de Etica

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia sob o protocolo 089/15 (ANEXO 1).

4.2 Area do Estudo:

A area a ser estudada serd a microrregido de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. A
microrregido possui nove municipios: Araguari, Arapord, Campina Verde, Cascalho Rico,
Indianopolis, Monte Alegre de Minas, Prata, Tupaciguara e Uberlandia, que representa 70% da
demanda desta regido. Pertence a mesorregido do Alto Paranaiba e Tridngulo Mineiro com
populacdo estimada em 838.094 habitantes, segundo censo do IBGE realizado em 2012, e area
total de 18.790Km?. Apresenta temperatura média de 23,1°C e indice pluviométrico de 1500 a
1600 mm?.

A microrregido ¢ composta por varias propriedades rurais de pequeno, médio e grande
porte, nas quais sdo criadas varias espécies de animais de produgdo como bovinos, suinos,
equinos, aves, dentre outros. Por ser polo agropecudrio, muitas industrias de alimentos de
origem animal se instalaram na regido, fazendo com que o efetivo das espécies criadas e dos

produtos da pecudria passassem a ter grande importancia para a economia regional e do Brasil.

4.3 Populac¢iao do estudo:

As fazendas do estudo foram escolhidas a partir de cadastramento de Médicos
veterindrios da regido. Sendo o Unico pré-requisitos era a propriedade rural e fazer parte da

microrregido de Uberlandia e possuir animais de produgao tais como bovinos, suinos e galinhas.
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Antes do inicio do trabalho os proprietarios foram contatados e a equipe explicou os
objetivos do mesmo. Apds a concordancia em participar foi entregue um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para assinatura.

4.4 - Instrumento de coleta de dados

A populagao do estudo consistiu de bovinos, suinos e galinhas independente de idade,

raga, sexo ¢ aptidao.

4.5 Coleta das amostras fecais

Para a coleta das amostras fecais os bovinos foram colocados em bretes de contengdo,
seguindo-se rigorosamente as técnicas de contencao semioldgicas. Nestes a coleta foi realizada
diretamente na ampola retal, sendo as mesmas coletadas em sacos plasticos identificados com
o nimero da fazenda e data da coleta.

Para os suinos/porcos e galinhas presentes nas propriedades, as fezes foram colhidas do
chdo do recinto em forma de ‘pool’ (de quatro pontos do recinto) informando-se o numero de
animais presentes naquele local e, quando possivel recolhida individualmente. No momento da
coleta foi obtido o material da parte superior do bolo fecal, que ndo esteja em contato com o
solo. As amostras foram colocadas em frasco coletor identificados com niimero da propriedade,
dados do animal e data da coleta.

Todas as amostras coletadas foram armazenadas em caixas térmicas contendo gelo e
transportadas ao Laboratério de Sorologia e Biologia Molecular de Parasitos da Universidade

Federal de Uberlandia para processamento.

4.6 Processamento do material fecal:

No laboratorio as fezes foram aliquotadas e colocadas a temperatura de -3 °C até a realizacao

do PCR e Nested-PCR em até 14 dias.
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4.6.1 Extracdo do DNA das amostras fecais:

O DNA das amostras fecais sera extraido utilizando o kit de extragdo QIAmp DNA
Stool Mini Kit (Qiagen™, Hilden, Germany), seguindo as instrugdes do fabricante. O DNA

extraido serd armazenado sobre refrigeracao a -20°C até a realizagdo da PCR.

4.6.2.Reaciao em Cadeia de Polimerase (PCR)

Fragmentos de 479 pb do gene SSU rDNA foram amplificados, de acordo com a

metodologia previamente descrita por Satin et al. (2011) utilizando os seguintes primes:

Forward — Blast 505-532 (5' GGA GGT AGT GAC AAT AAATC 3)
Reverse — Blast 998—-1017 (5' TGC TTT CGC ACT TGT TCATC 3')

4.6.3 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos das reagdes de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2,0% em tampao de acido borico-Tris-EDTA (TBE) [IM Tris-HCI (pH 8.0), 0,83M acido
borico, 20mM EDTA] e revelados com Brometo de Etidio (0,5ug/mL). O gel foi observado em
transluminador ultravioleta, para a visualiza¢dao dos produtos amplificados e os fragmentos de

DNA foram analisados, comparativamente, com marcadores de DNA de 100 pares de base.

4.6.4 Reacao de nested-PCR

A nested-PCR sera realizada primeiramente para amplificar um fragmento de 243 pares
de bases (pb) das subunidades ribossomicas do gene rRNA de Enterocytozoon bieneusi,
utilizando os primes, externos: EBITS3 (5" GGTCATAGGGATGAAGAG 3’) e EBITS4 (5’
TTC-GAGTTCTTTCGCGCTC 3') e internos: EBITS1 (5" GCTCTGAATATCTATGGCT 3)
e EBITS2.4 (5’ATCGCCGACGGATC-CAAGTG 3'), seguindo protocolo de Fiuza et al., 2015.
A reacdo sera realizada com 50 pl de volume final contendo, 1,5 mM MgCl2, 50 mM KCl, 2,0
mM Tris—HCI (pH =9), 0,2 mM dNTPs, 50 pmol de cada um dos quatro primers, 2,5 U de Taq
e 2,5 ul of BSA (0,1 g/10 ml). A desnaturacgdo inicial sera realizada a 94°C por 3 minutos e 35
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ciclos para desnaturacao a 94°C por 30 segundos, e extensao a 57°C por 30 segundos e extensao
a 72°C por 40 segundos, com extensao final de 72°C por 10 minutos. A segunda reacao sera
realizada nas mesmas condi¢des da primeira, exceto na extensdo que sera realizada com 30

ciclos a 55°C. Em todas as reacdes serdo utilizados controles positivos e negativos.

4.6.5 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos das reagdes de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1% e visualizados por coloracdo do gel com brometo de etidio (0,5 pg/mL). O gel serad
observado em transluminador ultravioleta, para a visualizacao dos produtos amplificados e os

fragmentos de DNA foram analisados, comparativamente, com marcadores de DNA.

5. Analise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada no programa Graph Pad Prism 6, entre os positivos e
negativos, por teste de Wilcoxon, ndo paramétricos para amostras independentes de 2 grupos.
Que mostrou um P=0.3333, mostrando que nao ha diferenca significativa entre as amostras
testadas por baixo N.

E os demais dados sendo analisados de forma descritiva.
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Foram analisadas 44 amostras fecais 24 bovinos, 11 galinheiros ¢ 9 pool de

amostras de suinos, os quais foram procedentes de seis propriedades rurais.

Do total 39 (88,6%) amostras apresentaram positividade (Tabela 1) para algum tipo de

parasito em estudo, sendo 29 (74,35%) positivos para Blastocystis spp. e 12 (30,76%) positivos

para Enterocytozoon bieneusi.

Tabela 1. Positividade de Blastocystis spp. € Enterocytozoon bieneusi de amostras fecais

de animais procedentes da microrregido de Uberlandia de abril a dezembro de 2017, utilizando-

se PCR e Nested-PCR

Tabela 1.
N° de N°de % Infe¢des concomitantes
amostras amostras de Blastocystis spp. e
avaliadas infectadas Enterocytozoon bieneusi
Bovinos 24 21 87,5% 3
Suinos 9 9 100% 2
Galinhas 11 9 81,8% 1
TOTAL 44 39 88,6% 6
Tabela 2.
Blastocystis spp. Enterocytozoon bieneusi
Bovinos 16 (41,02%) 5(12,8%)
Suinos 9 (23,07%) 2 (5%)
Galinhas 4 (10,2%) 5(12,8%)
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As espécies positivas para Blastocystis spp. foram 16 bovinos(41,02%), 4 pool de
galinhas(10,2%) e 9 pool de suinos (23,07%) (Figura 3) e, para Enterocitozoon bieneusi foram
5 bovinos(12,8%), 5 pool de galinheiros(12,8%) e 2 pools de suinos(5%) (Figura 4).

Nas propriedades avaliadas N=6, pelo menos um animal foi positivo para os parasitos

pesquisados.

Figura 3.

Positividade Blastocystis spp.
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Figura 4.
Positividade Enterocytozoon bieneusi
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7. Discussao

Os parasitos transmitidos por agua tem importancia medica e medica veterindria.
Blastocystis spp. € Enterocytozoon bieneusi sdo talvez os menos compreendidos. Porém nos
ultimos anos tem surgido interesse dos pesquisadores por estes parasitos devido pela possivel
associacdo com desordens intestinais que podem levar a prejuizos econdmicos em animais de
producdo.

Blastocystis spp. ¢ um parasito extremamente comum com distribuicdo mundial,
sendo o protozoario comumente observado em levantamentos parasitolégicos em humanos e
animais (Tan, 2004). Avaliagdo de Blastocystis spp. no Brasil ¢ ainda pouco realizada
principalmente em relagdo aos genoétipos presentes. Nesse estudo a positividade observada
demonstra a presenga de Blastocystis spp. nos animais de producdo da regido. Estes resultados
corroboram com os de Franco Moura et. al (2018) que observaram porcos, ovelhas, gatos,
bovinos e caes com o parasito no triangulo mineiro.

Nesse presente estudo a positividade observada foi semelhante de Lee et al. (2018)
na Tailandia o qual avaliou animais de producdo pela PCR. Entretanto a taxa geral de infeccao

nesta pesquisa foi maior do que as relatadas por Zhu et al. (2017) na China e Badparva et al.,
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2015) no Ira, Fayer et al.,( 2011) nos Estados Unidos, Alfellani et al., (2013) no Reino Unido,
Moura Franco (2018) aqui no Triangulo Mineiro. A prevaléncia nos animais ¢ variavel, sendo
um estudo realizado por um grupo japonés ( Abe et al., 2002 ) revelou que as infec¢des
por Blastocystis podem ser comuns em bovinos (71%) e baixos em caes domesticados (0%)
enquanto outros observaram o contrario com uma prevaléncia de 1,8% para bovinos ( Quilez et
al., 1995) e 71% em caes ( Duda et al., 1998). As diferengas de resultados podem estar
associadas ao nimero amostral, a técnica empregada diferencas ambientais, fatores geograficos
e de manejo dos animais. Mesmo na mesma espécie ou raga, a incidéncia pode variar pois estes
fatores e que vao influenciar na presenca ou nao do parasito.

Nessa pesquisa demonstrou a positividade em bovinos(41,02%), galinhas (10,2%)
e suinos(23,02%). A ocorréncia do parasito foi maior em bovinos nao estando de acordo com a
literatura que demonstra maiores prevaléncias em suinos como Abe et al (2002) ¢ Belleza et al.
(2016). Em galinhas existem poucos trabalhos( Yamada et al. 1987; Belova e Kostenko, 1990)
que mencionam a prevaléncia, entretanto essa prevaléncia indica ser alta e maior do que a
encontrada nesse estudo.

Apesar de ndo ter realizado caracterizacdo genotipica nesses animais, a alta
prevaléncia em bovinos e suinos nesse estudo sugere que esses animais podem servir como
fonte de infeccdo para outras espécies e para as pessoas que manejam os animais. Parkar et
al.,(2007) demonstrou que tratadores de animais tinham o mesmo genotipo encontrado nos
animais. Além disso esses animais s3o fonte de contaminacdo de agua a qual pode ser usada
para consumo e também para irriga¢ao de plantas.

O nivel de contaminagdo ambiental o tamanho e resisténcia dos cistos ao métodos
de tratamento e pobre remocao de cisto no processo de filtragdo permitem a transmissao
zoonotica.

E. bieneusi ¢ patégeno entérico emergente e oportunista, capaz de acometer varias
espécies de vertebrados.

Nesse estudo foi observada a presenga do parasito nas trés espécies avaliados, apesar
da positividade ser menor quando comparada a Blastocystis. O valor encontrado nesse
trabalho(30,76%) vem de encontro ao o que descreve a literatura a qual varia entre 1% a 49%
de prevaléncia.

Em bovinos a presenca desse parasito foi relatado em diversos paises e continentes
entre tanto no Brasil informacgdes sdo escassas, havendo apenas o de Fiuza et al. (2016). Os

autores encontraram 17,5% de prevaléncia sendo este resultado maior do que o encontrado
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nesse estudo. No mundo foi relatado 14,2% na Argentina (Del Coco et al., 2014), 18% na Africa
do Sul (Abu Samra et al., 2012 ) e 14,9% na Coréia ( Lee, 2007 ). Porém, nos Estados Unidos
4,4% e 9,5% ( Sulaiman et al., 2004 ) e na China 5% (Ma et al., 2015 ) foram menores que a
presente pesquisa.

Pesquisas em suinos utilizando ,PCR, demonstram taxa entre 30% a 60%
(BUCKHOLT et al. 2002; FIUZA et al. 2015.), valores maiores do que os apresentados neste
presente trabalho.

Nas aves esse parasito foi reportado nas ordens galiformes, columbiformes,
passeriformes dentre outras(CUNHA, 2017). No Brasil foi identificado em pombos, aves
exoticas e em aves domesticas(LALLO et al. 2012; CUNHA,2017).

Os valores de positividade observados nessa pesquisa corroboram com os achados
de varios autores e localidades no mundo os quais utilizaram a PCR, variando de 1,4 a 49% de
prevaléncia. Dessa forma os resultados desse estudo encontram-se dentro da faixa de
positividade presente na literatura.

Essa diferenca entre as prevaléncias citadas no Brasil/mundo e deste estudo podem
ser reflexo da regido estudada, nimero amostral, variacdo sazonal, diferenca entre as técnicas
empregadas e presenga de inibidores nas fezes(BUCKHOLT et al. 2002).

A transmissao zoonoética do Enterocytozoon bienesi € o Blastocystis spp. tem sido
descrita em infecgdes humanas apos a exposicao a animais infectados. Entretanto, o papel dos
animais na transmissdo de infec¢des humanas requer maiores estudos. Baseado nisso, a
presenca destes parasitos em animais de producdo deve ser mais investigada para que se possa
determinar os genotipos presentes, o risco zoonotico e o possivel impacto econdmico gerado

por estes.
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8. Conclusao

Enterocytozoon bienesi € o Blastocystis spp. estdo presentes na microrregido de
Uberlandia em bovinos, suinos e aves domesticas sendo Blastocystis spp. que apresentou maior

positividade.
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10. Comprovante de submissdao ao Comité de Experimentagdao Animal
(CEUAUFU)

10.1 ANEXO 1

&

Universidade Federal de Uberlindia

CEUA (Comissiio de Etica no Uso de Animais)
Pro-Reitoria de Pesquisa ¢ Pos-Graduacio
Fone: Ramal (VolIP) 3423; e-mail: cena@ propp.ufu. br; www.comissoes. propp. ufu. br

COMPROVANTE DE ENTREGA DO
Formulario de Entrega Procedimentos para Uso Cientifico de Animais
(uso exclusivo da CEUA)

Protocolo n® 089/15 {uso da CEUA)

Data de Entrega 17/08/2015 {uso da CEUA)

Rubrica Funcionario
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Observacdo: MNa conclusido do projeto, devera enviar o resumo e o abstract do projeto. por e-mail
para arquivo da CEUA.



