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RESUMO

Blastocystis spp. e Enterocytozoon bieneusi sé&o parasitos do trato
gastrointestinal de grande variedade de animais incluindo o homem. Estao
presente em paises desenvolvidos e nos em desenvolvimento e possuem
potencial zoonaotico. O objetivo desse estudo foi determinar a positividade e
realizar caracterizacdo molecular dos subtipos de Blastocystis spp. e
gendtipos de E. bieneusi, a partir de amostras fecais de animais de produgao
procedentes de propriedades rurais da microrregidao de Uberlandia, MG,
Brasil. Foram coletadas fezes de 50 galinhas, 35 porcos, 11 cavalos e 57
bovinos em 14 propriedades rurais. O DNA foi submetido as reagcbes de PCR
e nested-PCR para amplificacdo de fragmentos do gene SSU rDNA de
Blastocystis spp. e dos genes ITS de E. bieneusi. Do total das 153 amostras
coletadas, 93 (60,8%) foram positivas para Blastocystis spp. € 25 (16,3%)
para E. bieneusi. Blastocystis spp. foi identificado em todas as propriedades
analisadas e E. bieneusi, em nove. Foi realizado sequenciamento de nova
geracdo (SNG) nas amostras positivas para Blastocystis spp. com
identificacdo de 13 subtipos previamente conhecidos (ST1, ST3 ao 7, ST10,
ST14, ST21, ST23 ao 26) e um subtipo novo, destes, seis sdo zoondticos
(ST1, ST3 ao 7). As galinhas estavam infectadas pelos ST1, ST3 ao 7, ST10,
ST14, ST15, ST21, ST23, ST25 e 26; os porcos por ST1, ST3 ao 5; o cavalo
pelos subtipos ST10, ST21, ST23, ST5 e 26 e os bovinos por ST1, ST4, ST5,
ST10, ST14, ST21, ST23 ao 26 e por um ST Novo. O sequenciamento das
amostras positivas de E. bieneusi, identificou oito gendtipos relatados
anteriormente (D, EbpA, H, PigéEb1, CS-1, Peru11, BEB8 e |[), todos
potencialmente zoondticos. Os gendtipos D, EbpA e H foram identificados em
galinhas e porcos; Pigeb1 e CS-1 em porcos; Peru11 em galinhas; BEBS8 e |
em bovinos. Infecgbes concomitantes entre Blastocystis spp. e E. bieneusi
foram observadas em 23 amostras, sendo trés em galinhas (13%), 16 em
porcos (69,6%) e quatro em bovinos (17,4%). A identificacdo de subtipos e
genotipos considerados zoonaticos, presentes nos animais dessa pesquisa,
sugere a possibilidade de haver transmissao entre animais e o homem.

Palavas-chave: Stramenopiles, Microsporidio, animais, PCR,

sequenciamento
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ABSTRACT

Blastocystis spp. and Enterocytozoon bieneusi are obligate intracellular
parasites of the gastrointestinal tract of humans and a wide variety of animals.
They are present in developed and developing countries and have zoonotic
potential. The aim of this research was to determine the positivity and to
perform molecular characterization of respectively Blastocystis spp. and E.
bieneusi subtypes and genotypes in fecal samples from production animals
from rural properties of microregion of Uberlandia, MG, Brazil. Feces form 50
chickens, 35 pigs, 11 horses and 57 cattle were collected from 14 rural
properties. The DNA was extracted directly from feces and submitted to PCR
and nested-PCR analysis for amplification of fragments of the SSU rDNA of
Blastocystis spp. and of the ITS gene of E. bieneusi. Out of 153 samples
collected, 93 (60,8%) were positive for Blastocystis spp. and 25 (16,3%) for E.
bieneusi. Blastocystis spp. was identified in all properties and E. bieneusi in
nine. Next generation sequencing (NGS) was performed on positive samples
for Blastocystis spp. with identification of 13 subtypes previously identified
(ST1, ST3 to 7, ST10, ST14, ST21, ST23 to 26) plus a new subtype; six are
known to be zoonotic (ST1, ST3 to 7). Chickens were infected by ST1, ST3 to
7, ST10, ST14, ST21, ST23, ST25 and 26; pigs by ST1, ST3 to 5; the horse
by ST10, ST21, ST23, ST25 to 26 and cattle by ST1, ST4 and 5, ST10, ST14,
ST21, ST23 to 26 and a novel ST. Sequencing of E. bieneusi identified eight
previously reported genotypes (D, EbpA, H, Pigeb1, CS-1, Peru11, BEB8 and
[), all potentially zoonotic. Genotypes D, EbpA and H were identified in
chickens and pigs; Pigeb and CS-1 in pigs; Peru11 in chickens and BEB8 and
| in cattle. Concomitant parasite infections were observed in 23 samples,
three from chickens (13%), 16 from pigs (69,6%) and four from cattle (17,4%).
The identification of subtypes and genotypes considered zoonotic, present in
the animals of this study, suggests the possibility of transmission between

animals and humans.

Keywords: Stramenopiles, Microsporidia, animals, PCR, sequencing
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1. INTRODUCAO

1.1 Blastocystis spp.

Blastocystis spp. € parasito unicelular do trato gastrointestinal de
humanos, outros mamiferos, aves, répteis, peixes, anfibios e invertebrados
(TAN, 2004; SANTIN et al., 2011; SCANLAN, 2012, DENG et al., 2019).

E encontrado em paises desenvolvidos e principalmente em paises em
desenvolvimento, devido as precarias condicbes de saneamento basico e
escassez de agua potavel (TAN, 2004; SANTIN et al., 2011; SCANLAN, 2012;
OSMAN et al.; 2016). E um dos parasitos mais comumente encontrados em
estudos cropoldgicos humanos realizados mundialmente, estimando-se que
um bilhdo de pessoas em todo o mundo esteja parasitado por Blastocystis
spp. (STENZEL; BOREHAM, 1996; MOURA et al., 2018, MALONEY;
MOLOKIN; SANTIN, 2019; VALENCIA-BARBOSA et al., 2019).

Foi primeiramente descrito por Brumpt em 1912, como levedura fungica
encontrada em fezes humanas. Algumas décadas depois, estudos realizados
por Zierdt e Tan em 1967, o classificaram como protozoario comensal do
trato intestinal. Posteriormente, dados epidemioldgicos sugeriram haver
relacdo entre a presenca do parasito e os sintomas clinicos, sendo assim
considerado como agente patogénico (TAN, 2008).

A taxonomia de Blastocystis spp. sempre foi controversa, pois foi
classificado como levedura, protozoario e esporozoario (BOREHAM,;
STENZEL, 1993; STENSVOLD; CLARK, 2016). Por meio de diversos
estudos realizados com andlises do gene SSU-rDNA de Blastocystis spp.,
atualmente, esta inserido no Reino Protista, Filo Stramenopiles, classe
Blastocystea, ordem Blastocystida, familia Blastocystidae e género
Blastocystis (ARISUE et al., 2002). As espécies, inicialmente eram
classificadas de acordo com o hospedeiro: se isolada de humanos era
denominada de Blastocystis hominis; de roedores, Blastocystis ratti
(STENSVOLD et al., 2007b). Entretanto, com a evolugdo dos estudos,
observou-se que ndo havia diferengas morfolégicas entre as espécies, e sim
grande diversidade genética (SKOTARCZAK, 2018).
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Essas observagdes foram suficientes para que o género fosse
classificado em subtipos (STs) e ndo em espécies (STENSVOLD et al,,
2007a; PARIJA; JEREMIAH, 2013).

O género atualmente € subdividido 26 subtipos baseados no
polimorfismo da subunidade menor (SSU) do gene rDNA. Os ST1 ao ST8 e
ST12 sao encontrados em humanos e em algumas espécies de animais,
sugerindo que a infecgdo humana pode ser resultado de transmissao
zoonética (DOGRUMAN-AL et al., 2008; JONES et al., 2009; STENSVOLD et
al.,, 2009; DENG et al., 2019; MALONEY; MOLOKIN; SANTIN, 2019). O
subtipo 9 é observado somente em humanos e os ST10 ao ST26 (com
excecdo do ST12) apenas em animais (MALONEY et al., 2018; RAMIREZ et
al. 2016; MALONEY; MOLOKIN; SANTIN, 2019). Na Europa, os principais
subtipos encontrados em humanos sado do ST1 ao ST4 e na América do Sul,
o ST1, ST2 e ST3 sdo mais relatados. Infeccbes mistas (com mais de um
subtipo) no mesmo hospedeiro também podem ocorrer (DENG et al., 2019;
JIMENEZ; JAMES; RAMIREZ, 2019).

Blastocystis spp. apresenta quatro formas morfoldgicas principais:
amebdide, vacuolar, granular e cistica (Figura 1). Todas com uma camada
externa denominada fibrilar. A forma amebadide é irregular, medindo de 2,6 a
7,8 um e é comumente isolada de pacientes que apresentam sintomas,
sendo assim, associada a patogenia da doenga (TAN; SURISH, 2006;
SCANLAN, 2012). A forma mais observada do parasito € a vacuolar, a qual
apresenta um grande vacuolo central, com borda fina e citoplasma periférico,
com tamanho variando entre 2 a 200 um (TAN; SINGH; YAP, 2002). A
granular apresenta semelhangas com a vacuolar, porém com presenga de
granulos no citoplasma ou no vacuolo central medindo cerca de 3 a 80 ym
(SCANLAN, 2012). O cisto, de formato oval, mede entre 3 a 5 ym, possui de
um a quatro nucleos, sendo a forma de resisténcia, principalmente, na agua.
Devido ao seu formato diminuto, pode ser confundido com detritos fecais,
dificultando o diagndstico (TAN, 2004; SCANLAN, 2012) (Figura 1). Ha
poucos dados sobre as transicdes de uma forma para a outra e a maioria das
informagdes sobre a morfologia do parasito sdo baseadas nos estagios
individuais  (TAN; SURISH, 2006; TAN; SURESH; SMITH, 2008;
KUMARASAMY et al., 2018).
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Figura 1: Formas morfolégicas de Blastocystis spp. (microscopia é6tica) *A) A forma
vacuolar é esférica, com um grande vacuolo central (CV) e uma borda fina resultante do
citoplasma periférico, com a presenga de organelas, como o nucleo e estruturas semelhantes
as mitocondrias (seta). (B) A forma granular é geralmente maior que a forma vacuolar e
contém numerosas inclusdes granulares. (C) A forma amebdide, aqui visualizada sob
microscopia de fluorescéncia, apds coloragdo com laranja de acridina, € a forma irregular e
contém uma ou mais projegdes citoplasmaticas semelhantes a pseudépodes. (D) A forma de
cisto é geralmente muito menor (4-6 pm) que as outras formas e é refrataria a microscopia
de contraste de fase. Barra = 10 um (TAN, 2004).

Devido a falta de modelo animal adequado, o ciclo de vida de
Blastocystis spp. ndo esta bem elucidado, entretanto, acredita-se que o cisto
é a forma infectante do parasito (TAN, 2008). Esse, ao ser ingerido por
animais e humanos em agua e alimentos contaminados, chega ao intestino
grosso, perdendo a camada fibrilar e desenvolvendo-se na forma vacuolar,
que sofre diversas divisbes binarias. Essa, da origem a outras formas
vacuolar, amebdide e multivacuolar. A multivacuolar da origem a um pré-cisto

por meio de esquizogonia, podendo originar um cisto de parede fina (respon
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savel pela auto-infeccdo no hospedeiro) (PARIJA; JEREMIAH, 2013) ou
cisto de parece espessa, que sera eliminado nas fezes dos hospedeiros
infectados (TAN, 2008).

A transmissdo aos hospedeiros esta associada a rota fecal-oral, pelo
contato direto com animais e humanos parasitados e pela ingestdo de
alimentos e agua contaminados com cistos do parasito (TAN, 2004; PARKAR
et al., 2007; LEELAYOOVA et al., 2008). Blastocystis spp. €, identificado em
varias fontes de agua, como irrigagdo, aguas superficiais e esgoto, sendo
importante veiculo para transmissdao do parasito para humanos e animais
(KOLOREN, GULABI, KARANIS, 2018; MORENO et al., 2018). Devido a este
fator, a Organizacdo Mundial da Saude, no ano de 2011, incluiu o parasito no
programa de Agua, Saneamento e Saude que determina a qualidade da agua
potavel (WHO, 2011).

A patogénese de Blastocystis spp. € dependente da carga parasitaria e
dos subtipos do parasito e condicbes do hospedeiro (BADPARVA,;
SANDRAEE; KHEIRANDISH, 2015). A maioria dos individuos séao
assintomaticos e, estudos sao necessarios para a compreensdo das
infecgdes associadas aos diferentes subtipos, bem como o potencial
zoondtico, uma vez que as infecgdes em humanos sdo frequentemente
associadas ao contato direto com animais infectados (BOOROM et al., 2008;
TAN, 2008; NOEL et al., 2005; SANTIN et al., 2011; YOSHIKAWA et al., 2009;
MALONEY et al., 2018). Nos individuos sintomaticos, as manifestagdes
clinicas sao inespecificas e incluem dor abdominal, nauseas e diarreia,
estando relacionada a sindrome do intestino irritavel e lesGes cutaneas
alérgicas (YAKOOB et al., 2010; AJUAMPUR; TAN, 2016, DENG et al., 2019).

Os métodos de diagndstico comumente utilizados para a detecgao de
Blastocystis spp. sao: exames parasitolégicos de fezes para identificagdo da
morfologia das formas evolutivas do parasito, como exame direto, centrifugo-
sedimentagdo em formol-éter (Ritchie), técnicas de coloragado (tricromo de
Masson, giemsa), cultura e a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). O
diagndstico pela microscopia convencional pode ter interferentes, como o
observador, pois o parasito pode ser confundido com outros microrganismos
e com detritos fecais. A cultura de fezes é método demorado e muitas vezes

se torna inviavel devido ao polimorfismo do parasito, levando a interpretacoes

17



errbneas (STENSVOLD et al., 2007b; TAN, 2008). Devido a essas
dificuldades, tém sido desenvolvidas varias abordagens utilizando métodos
moleculares (PCR convencional, PCR em tempo real, sequenciamento) como
ferramenta de diagnostico. Na PCR, podem ser utilizadas fezes ou amostras
da cultura das fezes (YOSHIKAWA et al., 2004; STENSVOLD et al., 2006;
SANTIN et al., 2011; DENG et al., 2019). A PCR, como diagnéstico,
apresenta maior especificidade e sensibilidade, além de ser possivel
identificar os subtipos (SKOTARCZAK, 2018).

Blastocystis spp. foi identificado em humanos e em animais em varias
partes do mundo. Na América do Sul, os dados de ocorréncia desse parasito
s&0 escassos e a maioria sdo relacionados a humanos. Na Colémbia, foi
relatado positividade em humanos e animais (aves, macacos, bovinos,
cachorros, ratos e gambas). No Equador, o parasito foi identificado em
macacos e humanos. Na Argentina, Bolivia e Chile também foram
observados humanos infectados (JIMENEZ; JAIMES; RAMIREZ, 2019).

No Brasil, ha poucos estudos sobre Blastocystis spp. e 0s existentes
pouco utilizam a técnica molecular. Esses, sao voltados para humanos e em
relagdo aos animais pode se destacar trés: David et al. (2015) em Sao Paulo,
analisaram amostras fecais de humanos e cades e observaram positividade
somente em humanos; em Minas Gerais, Moura et al. (2018), analisaram
varias espécies de animais domésticos, os quais detectaram a presenca do
parasito em amostras de porcos, ovelhas e bovinos; Valenca-Barbosa et al.
(2019) realizaram estudo no Rio de Janeiro com animais selvagens e
domeésticos, nos quais foram observadas amostras positivas em primatas
nao-humano, roedores, guaxinim, tatu, aves, baratas, tartaruga, javali e
marsupiais (cuica e gamba) (VALENCA-BARBOSA et al., 2019) (Tabela 1).
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Tabela 1: Levantamento sobre estudos moleculares de Blastocystis spp.

realizados em humanos e animais no Brasil, até o ano de 2019.

Local Espécie Numero de Prevaléncia STs encontrados* Referéncia

Animal amostras (%) (n° amostras)

testadas

Tapirapé Humano 80 82,5 ST1(33), ST2 (27), Malheiros et al.,
(Amazobnia) ST3 (13) 2011
Porto Saide  Humano 126 53,4 ST1(23), ST2(7), ST3 David et al., 2015
Santa Maria (29), ST6 (2), ST7 (4)
(Sao Paulo)

Céo 49 - -
Duque de Humano 180 30,5 ST1(22), ST2 (4), ST3 Valenga-Barbosa
Caxias (36), ST4 (1), et al., 2017
(Rio de
Janeiro)
Sumidouro Humano 294 55,8 ST1 (44), ST2 (44), Valenga-Barbosa
(Rio de ST3 (55), ST4 (5), ST8 et al., 2018
Janeiro) (11)
Uberaba Bovino 6 83,3 Nao fez subtipagem Moura et al., 2018
(Minas
Gerais) Porco 13 61,5 ST1(3)

Ovelha 1 100 Nao fez subtipagem
Paranagua Humano 766 28,2 ST1 (37), ST2 (16), Segqui et al., 2018
(Parana) ST3 (42), ST4 (3), ST6

(1), ST8 (3)

Niteroi Primata ndo- 89 247 ST1(2), ST2 (11), ST3 Valenga-Barbosa
(Rio de humano (3), ST8 (6) etal., 2019
Janeiro)

Guaxinim 2 - -

Roedor 11 18,2 ST3 (1), ST (1)

Marsupial 26 19,2 ST1 (4), ST8 (1)

Tatu 1 100 ST8

Ave 57 3,5 ST1 (1), ST5 (1)

Javali 39 48,7 ST1(3), ST4 (1), ST5

(14), ST8 (1)
Barata 96 1,0 ST4
Réptil 13 - -

*ST: subtipos de Blastocystis spp.
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1.2 Enterocytozoon bieneusi

O filo microsporidia € um grupo de parasitos intracelulares obrigatérios
que infectam grande variedade de animais, possuindo mais de 1.500
espécies (DIDIER et al., 2004; LI; FENG; SANTIN, 2019). A maioria é
encontrada em animais, mas 17 sao capazes de parasitar o homem (LI;
FENG; SANTIN, 2019). As quatro principais espécies, que infecta humanos,
sdo Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon hellem, Encephalitozoon
intestinalis (género Encephalitozoon) e Enterocytozoon bieneusi. Essa ultima,
€ considerada a mais frequente no homem, principalmente em pacientes
imunocomprometidos e portadores de doengas crénicas (SANTIN; FAYER ,
2011; KARIM et al., 2014).

E. bieneusi foi primeiramente descrito no ano de 1985, a partir da
identificagcdo morfolégica por microscopia eletrbnica, como patdégeno
intestinal oportunista em pacientes com HIV, que apresentavam diarreia
cronica (DESPORTES et al., 1985). Em 1996, foram identificados esporos do
parasito em fezes de porcos e em amostras de tecido intestinal de outros
animais (MATHIS; WEBER; DEPLAZES, 2005).

Estudos tém relatado que E. bieneusi infecta mamiferos domésticos e
silvestres, além de aves em todo o mundo. Esses dados sugerem que 0s
animais estdo diretamente envolvidos na epidemiologia do parasito, e que o
mesmo possui potencial zoondtico (SANTIN; FAYER, 2011; KARIM et al.,
2014).

A fase infectante € o esporo, que possui forma oval e tamanho pequeno
(0,5 x 1,5 ym). Possui parede espessa, composta de glicoproteina (0 que
confere ao esporo resisténcia no meio ambiente), membrana plasmatica
interna e no nucleo ha o citoplasma, considerado o material infectante
(esporoplasma) (WASSON; PEPER, 2000; KEELING; FAST, 2002). Os
esporos sao compostos por aparelho de extrusdo contendo tubo polar ou
filamento polar, disco de ancoragem e polaroplasto, que possibilitam o
esporoplasma penetrar e infectar a célula hospedeira (RIJPSTRA et al,
1988). Nao possuem complexo de Golgi, mitocdndrias e peroxissomos
(SANTIN, 2015). O tubo polar esta presente apenas nos microsporidios,
sendo considerado importante na invasao celular (LI; FENG; SANTIN, 2019).
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O ciclo de vida inicia-se quando humanos e animais ingerem esporos do
E. bieneusi. Apos a ingestao, os esporos liberam o tubo polar no intestino
delgado do hospedeiro e infectam as células injetando o esporoplasma. Em
seguida, inicia-se o0 desenvolvimento intracelular do parasito, com
crescimento, divisdo celular e multiplicacdo, dando origem a esporos
maduros. Quando ha o aumento do numero de esporos, ocorre a lise da
célula hospedeira com liberacdo dos mesmos, que podem infectar outras
células ou serem eliminados juntamente com as fezes dos individuos
parasitados (AKIYOSHI et al., 2009; LI; FENG; SANTIN, 2019).

A transmissao ocorre pela rota fecal-oral pelo contato com animais e
humanos parasitados e/ou ingestdo de agua e alimentos contaminados com
esporos do parasito (DIDIER et al., 2004; GALVAN-DIAZ et al., 2014). E.
bieneusi foi encontrado em varias fontes de agua, como de recreio, potavel,
em efluentes de estagdes de tratamento e aguas de irrigagéo, sugerindo que
essas fontes podem ser veiculos de transmissdo para o homem e animais
(COTTE et al., 1999). No Brasil, existe um unico estudo, no qual detectou-se
E. bieneusi no esgoto bruto e efluente tratado em Campinas, Sao Paulo
(YAMASHIRO et al., 2017).

As manifestagdes clinicas nos individuos sintomaticos estdo associadas
ao trato gastrointestinal, sendo a principal a diarreia (BOTTEREL et al., 2002;
SODQI et al., 2004) e naqueles individuos com imunossupressao, pode
causar sindrome de emaciagdo com perda de peso superior a 10% (MATOS
et al., 2012). O mecanismo de indugdo da diarreia n&o é claramente
conhecido (SODQI et al., 2004; BOTTEREL et al., 2002).

O diagnéstico das espécies de microsporidios € dificultado, devido ao
tamanho pequeno dos esporos encontrado nas fezes (esporos com 0,5 x 1,5
um). Portanto, o exame microscopico e os métodos de fluorescéncia sao
imprecisos e dependentes de examinador experiente (WEBER et al., 1994) e
0s ensaios soroldgicos nao estado disponiveis comercialmente (SAK et al.,
2010). Desta forma, a PCR ¢é utilizada para identificagcdo do parasito, pois
demonstra alta sensibilidade mesmo em niveis baixos de infeccdo (RINDER
et al., 1998; MUNGTHIN et al., 2005). A biologia molecular tem auxiliado no
entendimento da epidemiologia do parasito, embora, ainda, limitada. A

técnica consegue identificar a espécie em humanos e animais envolvidos no
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ciclo, pela comparagcdo dos gendtipos dos diferentes hospedeiros,
possibilitando o reconhecimento de gendtipos espécie-especificos e aqueles
considerados zoonoticos (CAMA et al., 2007; SANTIN; FAYER, 2011).

Para a genotipagem de E. bieneusi, € necessaria caracterizagdo
molecular e o Espagador Transcrito Interno Ribossémico (ITS) é a regido de
escolha (SANTIN, 2015). Estudos realizados em varias partes do mundo
(pela analise do ITS), relatam existir diversidade genética do parasito em
quase 500 genotipos. Esses, sao divididos em 11 grupos filogenéticos, sendo
os grupos 1 e 2 os maiores. O grupo 1 é subdivido em nove subgrupos com
314 gendtipos; o 2 é constituido de trés subgrupos e possui 94 gendtipos,
ambos sao considerados zoonoticos. Os grupos 3 ao 11 sdo 0os menores e
classificados como espécie-especificos (LI; FENG; SANTIN, 2019).

De acordo com Li, Feng e Santin (2019) os animais podem servir de
reservatorios para a infeccdo humana, pois o parasito foi identificado em
varias espécies em todo o mundo. Em porcos, foram descritos a presenca de
genotipos zoonoticos nos EUA, Tailéandia e China (BUCKHOLT et al., 2002;
LEEYOOVA et al., 2009; LI et al., 2014). Relatos sobre esse microsporidio
em galinhas foram realizados na Alemanha, Peru, China e Brasil (REETZ et
al., 2002; FENG et al., 2011; LI et al., 2014; CUNHA; CURY; SANTIN, 2016).
Em cavalos, na Coldbmbia, Republica Tcheca, Argélia, EUA e China (SANTIN;
VECINO; FAYER, 2010; WAGNEROVA et al., 2012; LAATAMMA et al., 2015;
WAGNEROVA et al., 2016; QI et al., 2016; DENG et al., 2016, ZHAO et al.,
2019). Os bovinos sao considerados hospedeiros comuns do parasito, com
prevaléncia mundial, variando entre 2,2 a 37,6% (LI; FENG; SANTIN, 2019).
No Brasil, foram realizados onze estudos com caracterizagao molecular de E.

bieneusi em humanos e animais (Tabela 2).
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Tabela 2: Levantamento sobre estudos moleculares de Enterocytozoon bieneusi realizados em humanos e animais no Brasil, até

o0 ano de 2019

Local Hospedeiro N° de Prevaléncia Genétipos encontrados Referéncia
amostras (%) (n® amostras)
testadas
Rio de Janeiro Humano 1 100 Nao fez genotipagem Brasil et al.,
(Rio de Janeiro) 1998
Rio de Janeiro Humano 40 15 Nao fez genotipagem Brasil et al.,
(Rio de Janeiro) 2000
Nao especificado Humano 3 100 WL12 (1), NIA1 (1), D (1) Feng et al.,
2011

Sao Paulo Quati 60 6,7 N&o fez genotipagem Lallo; Calabria;
(Séo Paulo) Milanelo, 2012a
Sao Paulo Ave 196 5,5 EpbA (11) Lallo; Calabria;
(Séo Paulo) Milanelo, 2012b
Campos dos Goytacazes e Itaperuna  Suino 91 59,3 CS-1(7), EbpA (7), H (1), O (3), Pigeb1 (5), PigEb2 (16), Fiuza et al.,
(Rio de Janeiro) PigEb3 (2), PigEb4 (16), Pigeb5 (1), Pigeb7 (1), Pigeb8 (1), 2015

PigEb9 (1), PigEb10 (1), Pigeb11 (1), Pigeb12 (1), Pigeb13

(1), Pigeb14 (1), Pigeb15 (1), Pigeb16 (1), Pigeb17 (1)
Estado do Rio de Janeiro Bovino 452 17,5 | (33), BEBS8 (19), BEB4 (5), BEB12 (5), D (4), BEB11 (3), Fiuza et al.,

BEB13 (2), EbpA (1), BEB8/BEB13 (1), BEB4/BEB16 (1), 2016a

I/BEB13 (1), BEB8/BEB13/BEB15 (1), BEB4/I (1),

BEBS8/BEB13/BEB17 (1), BEB8/BEB13/BEB14 (1)
Carapebus, Séo Jodo da Barrae Sdao  Ovelha 125 19,2% BEBG6 (11), BEB7 (8), 1 (2), BEB18 (1), BEB19 (1), LW1 (1) Fiuza et al.,
Francisco do Itabapoana 2016b
(Rio de Janeiro)

Continua.
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Tabela 2: Continuacéao

Local Hospedeiro N°de Prevaléncia  Genétipos encontrados (n° amostras) Referéncia
amostras (%)
testadas
Uberlandia e Belo Horizonte Galinha 151 15,9% D (14), Type IV (1), Peru11 (8), Peru6 (1) Cunha; Cury;
(Minas Gerais) Santin, 2016
Uberlandia e Belo Horizonte Aves 85 3,5 D (1), Peru6 (2) Cunha; Cury;
(Minas Gerais) Santin, 2017
Campo Grande Gato 60 3,3 D (2) Prado et al.,
2019

(Mato Grosso do Sul)
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2. JUSTIFICATIVA

Os parasitos Blastocystis spp. e E. bieneusi estdo presentes em paises
desenvolvidos e nos em desenvolvimento, sendo considerados zoonaticos e
portanto, uma ameaca a saude publica. Estdo dentre os parasitos
disseminados no ambiente pela rota fecal-oral e podem ser inseridos como
causadores de possiveis surtos pela transmissao hidrica e alimentos
contaminados.

Apesar destes terem sido descritos ha muitos anos, os aspectos
relacionados a patogenia, transmissao, epidemiologia e carater zoonético nao
estdo bem elucidados. Os parasitos estdo presentes em varios animais,
entretanto, ndo ha relatos sobre as principais alteracdes clinicas e possiveis
impactos econdmicos nos animais de produgdo. Em humanos, sabe-se que
sao oportunistas, e causam graves quadros de diarreia.

No Brasil, existem poucos levantamentos da ocorréncia desses
patdogenos em humanos e animais domeésticos nas diferentes regides, bem
como sobre quais sdo os subtipos e gendtipos mais importantes que
acometem os individuos. Na microrregido de Uberlandia, as informagdes
sobre a presenca desses parasitos sdao escassas, havendo dois unicos
relatos de E. bieneusi em aves.

Desta forma, trabalhos que elucidem a real ocorréncia desses
microrganismos na regiao em animais, bem como o potencial zoonético, sao
de extrema importancia para o melhor entendimento do seu papel na

dinamica de transmisséao, elucidando alguns aspectos epidemiologicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
e Determinar a positividade e realizar caracterizagdo molecular de
Blastocystis spp. e E. bieneusi presentes em amostras fecais de
animais de produgdo, procedentes de propriedades rurais da

microrregiao de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.
3.2 Objetivos Especificos
e Identificar os subtipos de Blastocystis spp. encontrados nas amostras

fecais dos animais por sequenciamento;

e Identificar os gendtipos de E. bieneusi encontrados nas amostras

fecais dos animais por sequenciamento;

e Verificar se os subtipos de Blastocystis spp. encontrados possuem

potencial zoonatico;

e \Verificar se o0s gendtipos de E. bieneusi encontrados possuem

potencial zoonético.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de ética

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia, sob o protocolo
numero 101/17 (Anexo A).

4.2 Area do Estudo

A microrregiao de Uberlandia, Minas Gerais, € composta por dez
municipios: Araguari, Arapora, Canapolis, Cascalho Rico, Centralina,
Indianopolis, Monte Alegre de Minas, Prata, Tupaciguara e Uberlandia.
Pertence a mesorregido do Alto Paranaiba e Triangulo Mineiro com
populagdo estimada em 921.509 habitantes segundo censo do IBGE
realizado em 2019 e area otal de 18.790Km?. Apresenta temperatura média
de 23,1°C e indice pluviométrico de 1500 a 1600 mm.

A regido é composta por diversas propriedades rurais de pequeno, médio
e grande porte, nas quais sdo criadas varias espécies de animais de
produgcdo como bovinos, suinos, equinos, aves, dentre outros. Por ser um
polo agropecuario, muitas industrias de alimentos de origem animal se
instalaram na regido, fazendo com que o efetivo das espécies de animais
criados e dos produtos da pecuaria passassem a ter grande importancia para

a economia regional e do Brasil.

4.3. Local do estudo

Foram contatados proprietarios de 25 propriedades rurais em varios
municipios da microrregido de Uberlandia, Minas Gerais. Destes, 14
concordaram em participar do estudo, assinando o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Anexo B). As propriedades rurais estdo localizadas em
sete municipios, sendo eles: Araguari (ARI) (18°38°50”"S 48°11°14”W),
Canapolis (CA) (18°4325"S 49°10°5”"W), Cascalho Rico (CR) (18°34°35”"S
47°29°55”"W), Monte Alegre de Minas (MA) (18°43°29’S 47°29°55”W), Prata
(PR) (19°18°26”S 48°55°27"W), Tupaciguara (TUP) (18°35°32"S 48°42"18"W)
e Uberlandia (UDI) (18°55°07”S 48°16°38"W).
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4.4 Populagao do estudo

Foram incluidos nesse estudo, galinhas, porcos, cavalos e bovinos das
diferentes propriedades rurais, sendo esses de diferentes racas, aptidao,
ambos os sexos e diferentes idades.

4.4.1 Galinhas

As galinhas eram criadas soltas nas propriedades e tinham contato com
outros animais domeésticos (caes, gatos, cavalos, bovinos). Eram alimentadas
com racgao, milho e restos de comida e criadas para o consumo de ovos €

carne para uso préprio ou para venda em mercados locais.

4.4.2 Porcos
Os porcos eram criados em chiqueiros individuais em todas as
propriedades rurais e eram alimentados com uma mistura de restos de

comida (lavagem).

4.4.3 Cavalos

Os cavalos, assim como as galinhas, eram criados soltos nas
propriedades e tinham contato com outros animais domeésticos (caes, gatos,
galinhas, cavalos, bovinos). Eram alimentados com feno e capim (do pasto) e

usados como animais de tracao.

4.4.4 Bovinos
Os bovinos do estudo eram de gado leiteiro, criados soltos no pasto e
possuiam contato com outros animais domésticos (caes, gatos, galinhas,
cavalos). Eram alimentados com capim (do pasto) e ragao.
A agua oferecida a todos os animais do estudo era de torneiras sem
filtragem prévia. De acordo com os proprietarios, nenhum animal do estudo
recebeu qualquer tratamento antiparasitario nos ultimos seis meses que

antecederam a coleta das amostras das fezes.

4.5 Coleta das amostras fecais
As galinhas foram separadas individualmente, por alguns minutos, em

gaiolas de ferro forradas com jornal até defecarem e, logo apds, a coleta das
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fezes foi realizada. Apds cada coleta, o jornal era substituido por outro e a
gaiola higienizada com alcool 70%. As amostras dos porcos, foram coletadas
em chiqueiros individuais, diretamente do solo, tomando cuidado de coletar
fezes frescas e da parte superior do bolo fecal. Todas as amostras das
galinhas e dos porcos, foram armazenadas em tubos de poliestireno estéril
de 80 mL identificados com os dados da propriedade, do animal e data da
coleta.

As amostras fecais dos cavalos e bovinos foram coletadas diretamente
da ampola retal e acondicionadas em sacos plasticos, identificados com os
dados da propriedade, do animal e data da coleta.

As amostras coletadas de todos os animais, foram armazenadas em
caixas térmicas contendo gelo e transportadas imediatamente ao Laboratorio
de Sorologia e Biologia Molecular de Parasitos da Universidade Federal de

Uberlandia, para processamento.

4.6 Armazenamento das amostras fecais
As fezes coletadas foram armazenadas sob refrigeragdo a -20°C (por até
uma semana) até a extragdo de DNA, no Laboratério de Sorologia e Biologia

Molecular de Parasitos da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

4.7 Extragao do DNA

O DNA das amostras fecais foi extraido diretamente das fezes com kit
comercial de extragdo MagaZorb® DNA Mini-Prep Kit (Promega, Madison,
Wisconsin, USA), seguindo as instru¢des do fabricante, com pequenas
modificagdes. Essas modificagdes, incluiram: antes do inicio da extracao,
foram acrescentados 0,3 gramas de pérolas de zirconia (Stratech Scientific,
Luton, United Kingdom) a 0,2 gramas de fezes e 1,0 mL de PBS, com
posterior agitagdo vigorosa por dois minutos, para facilitar a ruptura dos
cistos de Blastocystis spp. € esporos de E. bieneusi. O DNA foi eluido em
100 uL do tampéo de eluicdo do “kit” para aumentar a quantidade de DNA
recuperado, e o mesmo foi mantido sobre refrigeracdo a -20°C, até a
realizagao da PCR.
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4.8 Diagnéstico e caracterizagdo molecular dos subtipos de

Blastocystis spp.

4.8.1 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)
Foi realizada PCR para amplificacdo de fragmento de 479 pb do gene
SSU rDNA de Blastocystis spp., seguindo protocolo previamente descrito por

Santin et al. (2011), com a utilizagdo dos seguintes primers:

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

A PCR foi realizada em volume final de 25 uL, contendo tampao 1x com
1,5 mM MgCI2, 0,2 mM dNTP, 2,5 U de Tag DNA Platinum (Invitrogen,
Carlsbad, CA), 2,5 uyL BSA (0.1 g/10 mL), e 1 yM de cada primer. A
amplificagédo foi realizada com desnaturacgdo inicial a 95°C por 4 min; com
total de 35 ciclos (desnaturagao a 95°C por 30s, anelamento a 54°C por 30s e
extensdo a 72°C por 30s), seguida de extensdo final a 72°C por 5 min.
Controles negativo (agua livre de Dnase e Rnase) e positivo (amostra de
DNA positiva testada por PCR e confirmada por sequenciamento em estudo

anterior) foram utilizados em todas as reagoes.

4.8.2 Eletroforese

Todos os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% em tampéo de acido boérico-Tris-EDTA (TBE) [1M Tris-HCI
(ph 8.0), 0,83M acido bdrico, 20 mM EDTA] e revelados com GelRed
(Biotium Inc., Hayward, CA, USA) seguindo as instru¢cdes do fabricante. O
gel foi observado em transiluminador ultravioleta, para visualizagdo dos
produtos amplificados e os fragmentos de DNA foram analisados,

comparativamente, com marcadores de DNA de 100 pares de base.
4.8.3 Sequenciamento e preparacgao da biblioteca no lllumina MiSeq

As amostras de DNA positivas na PCR para Blastocystis spp. foram
enviadas ao “Environmental Microbial and Food Safety Laboratory” -
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Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA - Beltsville,
Maryland), para realizagdo do sequenciamento.

O sequenciamento das amostras positivas foi realizado por
Sequenciamento de Nova Geracédo (SNG) na plataforma lllumina Miseq, com
metodologia previamente descrita por Maloney, Molokin e Santin (2019).

Foi realizada PCR utilizando o mesmo protocolo descrito anteriormente,
com excegado de que os primers foram modificados com o acréscimo de
sequéncias adaptadoras do lllumina no primer foward ILMN_Blast505 532F
5 TCGTCGGCAGCGTAGATGTGTATAAGAGACAGGGAGGTAGTGACAAT
AAATC-3 e reverse ILMN_Blast998 101R 5
GRCCGRGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGCTTTCGCACTTGTTCATCS
’ (as sequéncias dos adaptadores est&do sublinhadas).

Para construcdo da biblioteca foi utilizado protocolo de Preparagdo da
Biblioteca de Sequenciamento Metagendmico 16s da Plataforma lllumina
(Part#15044223 Rev. B). Uma estratégia de indexagao dupla foi utilizada
durante a preparacdo das sequéncias da biblioteca. Isso ativou a
multiplexacdo das amostras e garantiu que cada biblioteca tivesse um
conjunto exclusivo de indices pelos quais pudessem ser identificados pela
bioinformatica. Para a quantificacdo das bibliotecas finais foi utilizado
fluorébmetro Qubit (Invitrogen, EUA). Uma concentragédo final da biblioteca
combinada de 8 pM com 20% de controle Phix foi sequenciado no lllumina
Miseq utilizando kit MiSeq Reagent v.3 de 600 ciclos (lllumina, USA),

seguindo instrugdes do fabricante.

4.8.4 Analise de Bioinformatica

Os arquivos bcl (lllumina) brutos foram desmultiplexados com o programa
lllumina Miseq Reporter. As leituras finais emparelhadas foram processadas
e analisadas utilizando-se os pacotes BBTools v38.22 (BUSHNELL, 2014),
VSEARCH v2.8.0 (ROGNES et al., 2016) e BLAST + 2.7.1. Apds a remogao
dos “singletons”, o agrupamento e as unidades taxondmicas operacionais
(OTUs) foram realizadas em cada amostra, com limite de identidade de 98%.
Somente as OTUs com minimo de 100 sequéncias foram mantidas. Todos os
arquivos fasta brutos foram comparados com sequencias depositadas no
GenBank para determinar o subtipo presente em cada amostra.
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4.9 Diagnéstico e caracterizagao molecular dos genétipos de

Enterocytozoon bieneusi

4.9.1 Reagao de nested-PCR
Foi utilizado protocolo de nested-PCR previamente descrito por Buckholt
et al. (2002), para amplificacdo de fragmentos dos genes SSU rRNA, ITS e

LSU rRNA de E. bieneusi, com os primers:

® Externos: EBITS3 (5" GGTCATAGGGATGAAGAG 3') e
EBITS4 (5’ TTC-GAGTTCTTTCGCGCTC 3')

® |Internos: EBITS1 (6' GCTCTGAATATCTATGGCT 3') e
EBITS2.4 (5" ATCGCCGACGGATC-CAAGTG 3').

A PCR foi executada em volume final de 25 pL, com 1x tampao (50mM
KCL, 20 mM Tris-HCI), 1.5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 2,5 U de Tag DNA

Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA), 2,5 yL BSA (0.1 g/10 mL), e 2 uyM de
cada primer. A amplificacao foi realizada com desnaturaco inicial a 94°C por
3 min; com total de 35 ciclos (desnaturagdo a 94°C por 30s, anelamento a
57°C for 30s e extensédo a 72°C por 40s) seguida de extenséao final a 72°C
por 10 min. A segunda PCR foi realizada igual a primeira, com excec¢éao de
que foram utilizados 30 ciclos e a temperatura de anelamento foi de 55°C.
Controles negativo (agua livre de Dnase e Rnase) e positivo (amostra de
DNA positiva testada por PCR e confirmada por sequenciamento em estudo

anterior) foram utilizados em todas as reagdes.

4.9.2 Eletroforese

Todos os produtos da nested-PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1,5% em tampé&o de acido borico-Tris-EDTA (TBE) [1M
Tris-HCI (ph 8.0), 0,83M acido borico, 20 mM EDTA) e revelados com
GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, USA) de acordo com instrugbes do
fabricante. O gel foi observado em transiluminador ultravioleta, para

visualizagdo dos produtos amplificados e os fragmentos de DNA foram
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analisados, comparativamente, com marcadores de DNA de 100 pares de
base.

As amostras de DNA positivas na PCR foram enviadas ao “Environmental
Microbial and Food Safety Laboratory” - Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA - Beltsville, Maryland), para realizagdo do

sequenciamento.

4.9.3 Purificagcdo dos produtos amplificados e sequenciamento de
Enterocytozoon bieneusi

Os produtos de todas as amostras positivas foram purificados com a
enzima ExoSAP-IT (USB Corporation, Cleveland, OH). As reagdes de
sequenciamento foram realizadas nas duas diregcbes (método Sanger), em
volume final de 10 uL, utilizando-se os mesmos primers da segunda PCR e
reagente BigDye terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit. Para o
sequenciamento utilizou-se o analisador de acidos nucléicos ABI 3130
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

4.9.4 Avaliacao, edigao e alinhamento das sequéncias

As sequencias de nucleotideos obtidas nos dois sentidos (foward e
reverse) foram alinhadas, examinadas e comparadas utilizando-se o software
SeqMan™ (DNAstarinc.,, Madison, Wisconsin). O programa BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) foi utilizado para comparar a
similaridade das sequencias encontradas com aquelas disponiveis no

GenBank, para identificar os genétipos de E. bieneusi encontrados.
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5. RESULTADOS

5.1 Amostras coletadas

Entre janeiro e julho de 2018, foram coletadas 153 amostras fecais de
animais, sendo estas, 50 de galinhas, 35 de porcos, 11 de cavalos e 57 de
bovinos em 14 propriedades rurais de sete municipios da microrregido de
Uberléndia, Minas Gerais (Tabela 3).

Tabela 3: Local de coleta das amostras fecais, espécies animais e numero de
amostras por espécie de animal, coletadas entre janeiro e julho de 2018, em 14
propriedades rurais da microrregido de Uberlandia, MG.

Local Espécies animais (n) N° total de
amostras /
propriedade

ARI Propriedade 1 Bovino (22) 22

Propriedade 2 Bovino (10), Cavalo (1) 11
Propriedade 3 Galinha (3), Porco (2) 5
Propriedade 4 Galinha (3) 3

CA Propriedade 5 Galinha (2), Porco (1), Cavalo (1), Bovino (1) 5

CR Propriedade 6 Galinha (1), Bovino (24) 25

MA Propriedade 7 Galinha (10), Porco (12) 22

PR Propriedade 8 Galinha (2), Porco (4) 6

TUP  Propriedade 9 Porco (3), Cavalo (9) 12

Propriedade 10 Galinha (4), Porco (7) 11

uDl Propriedade 11 Galinha (17) 17

Propriedade 12 Galinha (8) 8

Propriedade 13 Porco (3) 3

Propriedade 14 Porco (3) 3
Total - 153

ARI = Araguari; CA = Canapolis; CR = Cascalho Rico; MA = Monte Alegre de Minas, PR =
Prata; TUP = Tupaciguara; UDI = Uberlandia

5.2 Blastocystis spp.
5.2.1 Positividade de Blastocystis spp.

Das 153 amostras fecais avaliadas, 93 (60,8%) foram positivas para
Blastocystis spp. na PCR (Figura 2 e Tabela 4). Das 50 amostras de galinhas,
18 (36%) estavam positivas; das 34 de porcos, 31 (91,2%) apresentaram
positividade; dentre as 11 amostras de cavalos, apenas uma (9%) estava
positiva e das 57 de bovinos, 43 (75,4%) apresentaram positividade (Tabela
4). O parasito foi encontrado em todas as propriedades rurais, com

prevaléncia variando entre 12,5 a 100% nas amostras fecais (Tabela 5).
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Figura 2: Gel de agarose a 1,5% corado com GelRed, mostrando, fragmentos de
aproximadamente 500 pb do gene SSU rDNA de Blastocystis spp., amplificado pela PCR, a
partir do DNA obtido de amostras fecais de animais procedentes de propriedades rurais da
microrregiao de Uberlandia, MG, coletadas entre janeiro e julho de 2018. Colunas 1a5e 7:
Amostras positivas para Blastocystis spp.; Coluna 6: Controle negativo para Blastocystis spp.;
Coluna 8: Controle positivo (Blastocystis spp.).

Tabela 4: Positividade de Blastocystis spp. encontrada nas amostras fecais das
diferentes espécies de animais, coletadas entre janeiro e julho de 2018, em 14
propriedades rurais da microrregidao de Uberlandia, MG.

Espécie Animal Total de amostras N° amostras positivas Prevaléncia (%)
Galinha 50 18 36,0

Porco 35 31 88,6

Cavalo 11 1 9,0

Bovino 57 43 75,4

Total 153 93 60,8

Tabela 5: Comparagdo da positividade de Blastocystis spp. entre as 14
propriedades rurais analisadas, localizadas na microrregido de Uberlandia, MG,
cujas coletas fecais foram realizadas entre janeiro e julho de 2018.

Local Totalde  N° de amostras Positividade (%)
amostras positivas
ARI Propriedade 1 22 17 77,3
Propriedade 2 11 9 81,8
Propriedade 3 5 1 20,0
Propriedade 4 3 2 66,7
CA Propriedade 5 5 3 60,0
CR Propriedade 6 25 17 68,0
MA Propriedade 7 22 17 77,3
PR Propriedade 8 6 6 100
TUP Propriedade 9 12 3 25,0
Propriedade 10 11 8 72,7
uDlI Propriedade 11 17 4 23,5
Propriedade 12 8 1 12,5
Propriedade 13 3 2 66,7
Propriedade 14 3 3 100,0

Total 153 93 60,8
ARI = Araguari; CA = Canapolis; CR = Cascalho Rico; MA = Monte Alegre de Minas, PR =
Prata; TUP = Tupaciguara; UDI = Uberlandia
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5.2.2 Identificagado dos subtipos de Blastocystis spp.

As 93 amostras positivas de Blastocystis spp. gerou um total de
25.408.574 leituras finais emparelhadas no lllumina Miseq. Apds o corte final,
fitragem de qualidade e fusao dos pares, 5.258.382 leituras permaneceram.
A remogao de sequéncias quimeéricas, gerou um total de 4.536.567 leituras
mescladas que foram utilizadas para a geragdo da unidade taxondmica
operacional (OTU). O agrupamento gerou 827 OTUs entre as 93 amostras
positivas e destas, 139 foram sequéncias unicas. Foram identificados 14
subtipos distintos de Blastocystis spp., sendo 13 identificados e relatados por
outros autores (ST1, ST3 ao ST7, ST10, ST14, ST21, ST23 ao ST26) e um
ST novo (Tabela 6). Um subtipo € considerado novo, quando ha divergéncia
de 5% na sequéncia do gene SSU-rDNA em relagdo as sequéncias
previamente depositadas no GenBank (CLARK, et al., 2013). Esse subtipo
sera nomeado de acordo com nomenclatura proposta por Stensvold et al.
(2007a).

Todas as sequéncias de Blastocystis spp. obtidas nesse estudo,
apresentaram 100% de similaridade com as depositadas no GenBank, exceto
o subtipo 6 que apresentou 99,37% e o subtipo novo que apresentou 93% de
similaridade com o ST14.

Infeccbes mistas, foram observadas em 81,7% (76/93) das amostras
positivas. As galinhas, apresentaram 88,9% de infecgdo mista e a principal
combinagao foi entre os ST1 e ST5 (3/16); nos porcos, 54,8%, sendo a co-
infeccdo entre os ST1, ST3 e ST5 (10/17) a mais comum. A Unica amostra
positiva de cavalo, apresentou co-infeccdo entre os ST10, ST21, ST23, ST25
e ST26. Das 43 amostras positivas de bovinos, apenas em uma amostra nao
foi observado infecgdo mista. A combinagcdo entre os ST10, ST14, ST21,
ST23, ST24, ST25 e ST26 (5/42) foi a mais observadas (Tabela 6).

Dos subtipos encontrados, seis sao considerados zoonéticos (ST1, ST3
ao ST7), sendo o STS o que apresentou maior prevaléncia (44,1%), estando
presente em 11 propriedades rurais em todas as espécies de animais, exceto
na amostra de cavalo (Tabela 6). Esse subtipo foi prevalente em 55,6% das

amostras de galinhas; 93,5% dos porcos e em 4,6% dos bovinos (Tabela 7).
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Tabela 6: Subtipos de Blastocystis spp. encontrados nas amostras fecais das diferentes espécies de animais coletadas entre janeiro e julho
2018, em 14 propriedades rurais da microrregido de Uberlandia, MG.

Local Espécie N°totalde N°de amostras Subtipos de Blastocystis spp.
animal amostras positivas
ARI Propriedade 1 Bovino 22 17 ST1/ST5/ST24 (1), ST4 (2), ST10 (17), ST14 (3), ST21 (9), ST23 (5), ST25 (16),
ST26 (17), ST Novo (2)
Propriedade 2 Bovino 10 8 ST1 (2), ST10 (7), ST14/ST23/ST Novo (1), ST21 (5), ST25 (8), ST26 (6)
Cavalo 1 1 ST10, ST21, ST23, ST25, ST26
Propriedade 3 Porco 2 1 ST5
Galinha 3 0 -
Propriedade 4 Galinha 3 2 ST1/ST4/ST6/ST7 (1), ST5 (2)
CA Propriedade 5 Porco 1 0 -
Galinha 2 2 ST1/ST3/ST5/ST14/ST21/ST23/ST25 (1), ST10 (2)
Bovino 1 1 ST10, ST14, ST26
Cavalo 1 0 -
CR Propriedade 6 Galinha 1 0 -
Bovino 24 17 ST4/ST5/ST Novo (1), ST10 (17), ST14 (8), ST21 (15), ST23 (8), ST24 (12), ST25
(15), ST26 (16)
MA Propriedade 7 Porco 12 12 ST1 (4), ST3 (3), ST5 (12)
Galinha 10 5 ST1/ST5 (4), ST3/ST6/ST7/ST10/ST14/ST21/ST23 (1), ST25 (2)
PR Propriedade 8 Porco 4 4 ST1 (4), ST3/ST5 (3)
Galinha 2 2 ST1/ST3/ST5/ST26 (1), ST10 (2)
TUP Propriedade 9 Cavalo 9 0 -
Porco 3 3 ST1/ST5 (3), ST4 (2)
Propriedade 10 Porco 7 6 ST1/ST3 (5), ST5 (6)
Galinha 4 2 ST1/ST3/ST15 (1), ST5 (2)
uDI Propriedade 11 Galinha 17 4 ST6 (2), ST7 (4), ST26 (1)
Propriedade 12 Galinha 8 1 ST10, ST25, ST26
Propriedade 13 Porco 3 2 ST1/ST5 (1)
Propriedade 14 Porco 3 3 ST3 (1), ST5 (3)
Total 153 93

ARI = Araguari; CA = Canapolis; CR = Cascalho Rico; MA = Monte Alegre de Minas, PR = Prata; TUP = Tupaciguara; UDI = Uberlandia

37



Tabela 7: Numero de amostras fecais positivas e subtipos de Blastocystis spp. por espécie
de animal, coletadas entre janeiro e julho de 2018, em 14 propriedades rurais da
microrregiao de Uberlandia, MG.

Espécie N° de amostras Subtipos de Blastocystis spp. (n)

Animal positivas

Porco 31 ST1(17), ST3 (12), ST4 (2), ST5 (29)

Galinha 18 ST1(8), ST3/ST6/ST25 (4), ST4/ST15 (1), ST5 (10), ST7/ST10 (6),
ST14/ST21/ST23 (2), ST26 (3)

Bovino 43 ST1/ST4 (3), ST5 (2), ST10 (42), ST14/ST24 (13), ST21 (29), ST23
(14), ST25 (39), ST26 (40), ST Novo (4)

Cavalo 1 ST10, ST21, ST23, ST25, ST26

Total 93 ST1(28), ST3 (16), ST4 (6), ST5 (41), ST6 (4), ST7 (6), ST10 (49),
ST14 (15), ST21 (32), ST23 (17), ST24 (13), ST25 (44), ST26 (44),
ST Novo (4)

5.3 Enterocytozoon bieneusi
5.3.1 Positividade de Enterocytozoon bieneusi

Do total das 153 amostras, 25 (16,3%) foram positivas para E. bieneusi apos
analise pela nested-PCR (Figura 3 e Tabela 8). Das 50 amostras de galinhas, cinco
(10%) estavam positivas; das 34 de porcos, 16 (47%) apresentaram positividade;
dentre as 11 amostras de cavalo, nenhuma estava positiva e das 57 amostras de
bovinos, quatro (7%) apresentaram positividade (Tabela 8). Amostras positivas
foram identificadas em 10 propriedades rurais, com prevaléncia variando entre 0 a

83,3% nas amostras fecais (Tabela 9).

390pb

Figura 3: Gel de agarose 1,5% corado com GelRed, mostrando, fragmentos de 390 pb do gene ITs
de Enterocytozoon bieneusi, amplificado pela nested-PCR, a partir do DNA obtido de amostras fecais
de animais das propriedades rurais da microrregido de Uberlandia, MG, coletadas entre de janeiro a
julho de 2018. Coluna 1: Amostra positiva para E. bieneusi.; Coluna 2: Controle positivo (E. bieneusi);
Coluna 3: controle negativo.
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Tabela 8: Positividade de Enterocytozoon bieneusi encontrada nas amostras fecais das
diferentes espécies de animais, coletadas entre janeiro e julho de 2018, em 14 propriedades
rurais da microrregiao de Uberlandia, MG.

Espécie Animal Total de amostras N° amostras positivas Prevaléncia (%)
Galinha 50 5 10,0

Porco 34 16 47,0

Cavalo 11 0 0,0

Bovino 57 4 7,0

Total 153 25 16,3

Tabela 9: Comparagao da positividade de Enterocytozoon bieneusi entre as 14
propriedades rurais analisadas, localizadas na microrregidao de Uberlandia, MG, cujas
coletas fecais foram realizadas entre janeiro e julho de 2018

Local Total de N° de amostras Positividade (%)
amostras positivas

ARI Propriedade 1 22 3 13,6
Propriedade 2 11 0 0,0
Propriedade 3 5 1 20,0
Propriedade 4 3 0 0,0
cv Propriedade 5 6 1 16,7
CR Propriedade 6 25 1 4.0
MA Propriedade 7 22 4 18,2
PR Propriedade 8 6 5 83,3
TUP Propriedade 9 12 1 8,3
Propriedade10 11 5 45,5
uDlI Propriedade11 17 2 11,8
Propriedade12 8 0 0,0
Propriedade13 3 0 0,0
Propriedade14 3 2 66,7
Total 153 25 16,3

ARI = Araguari; CA = Canapolis; CR = Cascalho Rico; MA = Monte Alegre de Minas, PR = Prata;
TUP = Tupaciguara; UDI = Uberlandia

5.3.2 Identificagcao dos genétipos de Enterocytozoon bieneusi

As 25 amostras positivas para E. bieneusi identificadas na nested-PCR foram
sequenciadas com sucesso e as sequéncias do ITS foram comparadas com as
encontradas no GenBank pela analise de BLAST. Oito gendtipos relatados e
considerados zoonoticos por outros autores foram identificados, Pigeb1, H, BEBS,
EpbA, D, CS-1, |, Peru11. Todas as sequéncias de E. bieneusi obtidas nesse estudo,
apresentaram 100% de similaridade com sequéncias depositadas no GenBank.

O gendtipo PigEb1 foi identificado em oito amostras de porcos; o H em trés
porcos e uma galinha; BEBS foi identificado em trés bovinos; EbpA em dois porcos e
uma galinha ; o gendtipo D estava presente em um porco e duas galinhas; o CS-1

em dois porcos, o | em um bovino e Peru11 em uma amostra de galinha (Tabela 10).
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Observou-se infecgdo mista em apenas uma amostra de porco, entre os genétipos H
e PigEb1 (Tabela 10).

A maior prevaléncia observada foi do gendtipo PigEb1 (9/25) seguido por, H
(4/25), D (3/25), BEB8 (3/25), EbpA (3/25), CS-1 (2/25), | (1/25) e Perul11 (1/25)
(Tabela 11).

Tabela 10: Gendtipos de Enterocytozoon bieneusi encontrados nas amostras fecais das

diferentes espécies de animais, coletadas entre janeiro e julho 2018, em 14 propriedades
rurais da microrregiao de Uberlandia, MG.

Local Espécie N°total de N°de amostras Genétipos de E. bieneusi
animal amostras positivas
Propriedade 1 Bovino 22 3 BEBS8
Propriedade 2 Bovino 10 0 -
Cavalo 1 0 -
ARl Propriedade 3 Porco 2 1 H / PigEb1
Galinha 3 0 -
Propriedade 4 Galinha 3 0 -
Porco 1 0 -
CA  Propriedade 5 Galinha 2 1 Peru11
Bovino 1 0 -
Cavalo 1 0 -
CR  Propriedade 6 Galinha 1 0 -
Bovino 24 1 I
MA  Propriedade 7 Porco 12 3 CS-1 (1), EbpA (2)
Galinha 10 1 EbpA
PR  Propriedade 8 Porco 4 4 H(2),CS-1/D (1)
Galinha 2 1 H
Propriedade 9 Cavalo 9 0 -
Porco 3 1 PigEb1
TUP  Propriedade 10  Porco 7 5 PigEb1
Galinha 4 0 -
Propriedade 11 Galinha 17 2 D
UDI  Propriedade 12  Galinha 8 0 -
Propriedade 13  Porco 3 0 -
Propriedade 14  Porco 3 2 PigEb1

Total 153 25

ARI = Araguari; CA = Canapolis; CR = Cascalho Rico; MA = Monte Alegre de Minas, PR = Prata; TUP
= Tupaciguara; UDI = Uberlandia

Tabela 11: Niumero de amostras fecais positivas e genoétipos de Enterocytozoon bieneusi
por espécie de animal, coletadas entre janeiro e julho de 2018, em 14 propriedades rurais da
microrregiao de Uberlandia, MG.

Espécie Animal N° de amostras positivas Genétipos de E. bieneusi (n)

Porco 16 PigEb1 (9), H (3), CS-1 (2), EbpA (2), D (1)
Galinha 5 D (2), Peru11 (1), EbpA (1), H (1)

Bovino 4 BEBS8 (3), | (1)

Cavalo 0 -

Total 25 PigEb1 (9), H (4), BEBS8 (3), EpA (3), D (3),

CS-1 (2), Perutd (1), 1 (1)
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5.4 Infeccdes concomitantes entre Blastocystis spp. e Enterocytozoon bieneusi
Das 153 amostras analisadas, 23 apresentaram infecgdo concomitante entre
Blastocystis spp. e E. bieneusi, sendo trés em galinhas (13%), 16 em porcos (69,6%)

e quatro em bovinos (17,4%) (Tabela 12) .

Tabela 12: Infecgbes concomitantes entre Blastocystis spp. € Enterocytozoon bieneusi em
amostras fecais coletadas entre janeiro e julho de 2018, nas diferentes espécies de animais
em 14 propriedades rurais da microrregiao de Uberlandia, MG.

Local Espécie Animal N° de amostras positivas
ARI Propriedade 1 Bovino 3
Propriedade 3 Porco 1
CA Propriedade 5 Galinha 1
CR Propriedade 6 Bovino 1
MA Propriedade 7 Porco 3
Galinha 1
PR Propriedade 8 Porco 4
Galinha 1
TUP Propriedade 9 Porco 1
Propriedade 10 Porco 5
uDI Propriedade 14 Porco 2
Total 23

ARI = Araguari; CA = Canapolis; CR = Cascalho Rico; MA = Monte Alegre de Minas, PR = Prata; TUP
= Tupaciguara; UDI = Uberlandia

5.5 Sequéncias de Blastocystis spp. e Enterocytozoon bieneusi
As sequéncias de Blastocystis spp. e E. bieneusi identificadas nessa pesquisa

serao, posteriormente, depositadas no GenBank.
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6. DISCUSSAO

6.1 Blastocystis spp.

Blastocystis spp. € protista anaerdbico que infecta diferentes espécies de
animais no mundo, incluindo o homem e comprometendo o trato gastrointestinal de
aves, repteis, bovinos, suinos, cées, gatos, primatas ndo-humanos, dentre outros
(SCANLAN, 2012; DENG et al., 2019). A transmissdo € por via fecal-oral e a
capacidade que o parasito possui em se adaptar em diferentes hospedeiros pode
explicar a distribuicdo em varias regidées do mundo (YOSHIKAWA et al., 2004).

A técnica de diagnostico utilizada para determinar os padrdes de infecgdo é
importante e pode influenciar na real prevaléncia desse patégeno (CLARK et al.,
2013). Por muitos anos, a microscopia convencional foi utilizada como principal
ferramenta para detectar parasitos intestinais, incluindo Blastocystis spp. Entretanto,
os métodos moleculares tém auxiliado, aumentando a especificidade e sensibilidade
do diagnéstico, além de ser possivel determinar os subtipos do parasito
(SKOTARCZAK, 2018). Nesse estudo, tanto a deteccdo da positividade como a
identificacdo dos subtipos foram realizados pela PCR convencional e pelo SNG, que
torna o diagndstico altamente confiavel e relevante.

No presente trabalho, Blastocystis spp. foi observado em todas as propriedades
rurais analisadas. Porém, apesar de ser um parasito comum, nido existem na
literatura relatos sobre a presenga do mesmo na microrregido de Uberlandia, MG.
Em Uberaba, municipio proximo mas pertencente a outra microrregido, Moura et al.
(2018) observaram porcos, bovinos e ovelhas positivos. Em algumas regides do
Brasil, foi identificado no homem, em porcos, ovelhas, bovinos, primatas néo-
humanos, roedores, guaxinins, tatus, galinhas, patos, baratas, tartarugas, javalis e
marsupiais (cuica e gamba) (DAVID et al., 2015; MELO et al., 2017; MOURA et al.,
2018; VALENCA-BARBOSA et al., 2019).

O parasito foi detectado em 36% das amostras de galinhas nesse trabalho,
sendo este resultado semelhante ao de Greige et al., (2018) que detectaram
positividade semelhante em amostras coletadas nesse hospedeiro em fazendas
localizadas no norte e sul do Libano. O resultado encontrado foi maior quando
comparado aos estudos realizados na China (13%) e Australia (4%) (ROBERTS et

al., 2013; WANG et al., 2018). Essa diferenga encontrada pode estar relacionada ao
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numero amostral, manejo dos animais e area geografica. No Brasil, existem dois
estudos relacionados a Blastocystis spp., 0s quais em um deles a positividade foi
detectada pelo método tradicional de microscopia (BERGANO DO BONFIM;
MACHADO DO COUTO, 2013) e o outro pela técnica de PCR (VALENCA-
BARBOSA et al., 2019). Comparando os resultados encontrados nesse estudo e o
de Valenca-Barbosa et al. (2019), ambos utilizando a PCR, observou-se prevaléncia
maior do que a relatada por esses autores.

Os porcos sao considerados hospedeiros comuns de Blastocystis spp.
(NAVARRO et al., 2008). A positividade encontrada no presente trabalho (88,6%)
corrobora com os achados de outros autores, também utilizando diagndstico
molecular (PCR), que observaram prevaléncia variando entre 8,8 a 77% (NAVARRO
et al., 2008; WANG et al., 2014; SONG et al., 2017; MOURA et al., 2018; WANG et
al., 2018; UDONSON et al., 2018; PINTONG et al., 2018; VALENCA-BARBOSA et
al., 2019). Wang et al. (2014) identificaram Blastocystis spp. em amostras de porcos
(76,7%) e dos seus tratadores (83,3%) em trabalho realizado na Australia, sugerindo
que os porcos tem papel importante na transmisséo do parasito para o homem, uma
vez que as infecgdes em humanos estao relacionadas ao contato direto com animais
infectados (SKOTARCZAK, 2018). No Brasil ha dois relatos, sendo o primeiro
realizado em Uberaba por Moura et al. (2018) com prevaléncia de 61,5% e o
segundo no Rio de Janeiro com 77% (VALENCA-BARBOSA et al., 2019).

Informagdes sobre a presenca do parasito em cavalos s&o escassas na literatura.
Thathaisong et al. (2003) analisando amostras dessa espécie de animal, observaram
apenas uma positiva (12,5%), sendo esse resultado semelhante ao do presente
estudo (9,0%).

A prevaléncia de Blastocystis spp. nas amostras fecais dos bovinos desse
estudo (75,4%), corroborou com Moura et al. (2018) no Brasil, e com outras
pesquisas em diversos paises, tais como Colédmbia, Libano e Indonésia (RAMIREZ
et al. 2014; GREIGE et al., 2019; HASTUTIEK et al., 2019). Entretanto, foi superior a
observada no lIran (9,6%), China (9,5% e 10,3%), Coreia (6,7%), EUA (2,9%),
Turquia (11,25%) e Emirados Arabe Unidos (22,7%) (BADPARVA; SANDRAEE;
KHEIRANDISH, 2015; WANG et al., 2018; ZHU et al., 2017; LEE et al., 2018;
MALONEY et al., 2018; AYNUR et al., 2019; ABUODEH et al., 2019). A diferenca

encontrada entre o presente estudo e os demais, pode ser explicada por multiplos
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fatores incluindo regido geografica estudada e numero amostral. Assim como os
porcos, 0s bovinos sao considerados hospedeiros frequentes do parasito em varias
regides do mundo, podendo também servir como potenciais reservatérios para o
homem (MALONEY et al., 2018).

O sequenciamento parcial do gene SSU-RNAr de Blastocystis spp. revelou a
presenca de 14 subtipos, sendo 13 (ST1, ST3 ao ST7, ST10, ST14, ST21, ST23 ao
ST26) identificados anteriormente. Desses, os ST1, ST3 ao ST7 sédo considerados
zoonoticos e os demais espécie-especificos. Neste estudo, foi identificado nas
amostras de bovinos um novo subtipo (que se aproxima do ST14), que sera
depositado posteriormente no GenBank.

No presente estudo, os subtipos mais detectados nas galinhas, porcos e bovinos
foram os ST1, ST4 e ST5. Andlises realizadas sobre os subtipos 1, 2, 3 e 4
demonstraram que esses nao apresentam especificidade de hospedeiros e sdo de
potencial zoondtico (ALFELLANI et al., 2013). Assim como nos animais, esses
subtipos sdo os mais reportados em humanos, representando 90% das infecgbes
por Blastocystis spp. no homem (ALFELLANI et al., 2013; CLARK et al., 2013;
SKOTARCZAK, 2018). O subtipo 4 também foi reportado em primatas n&do-humanos
na Colémbia, em bovinos nos EUA, China e Libano, em roedores na Indonésia e
Emirados Arabes Unidos e em javalis e baratas no Brasil (RAMIREZ et al., 2014;
GREIGE et al., 2018; MALONEY et al., 2018; DENG et al., 2019; YOSHIKAWA et al.,
2016; ABUODEH et al., 2019; VALENCA-BARBOSA et al., 2019). Apesar de ser
considerado zoondtico, ST5 aparece em maior propor¢ado em porcos. Sendo esses
animais, considerados hospedeiros naturais (WANG et al., 2014). Na literatura
existem relatos da identificacdo de outros subtipos, tais como ST1 e ST3 em porcos
na Australia, China e Tailandia (ROBERTS et al.,2013; WANG et al., 2014; SONG et
al. ,2017; PINTONG et al., 2018; UDONSOM et al., 2018). Em bovinos, os subtipos 1
e 5 foram encontrados na Colédmbia e no Libano, enquanto no Iran além do ST5, o
ST3 foi mais prevalente (RAMIREZ et al., 2014; GREIGE et al., 2019; BADPRAVA;
SADRAEE; KHEIRANDISH, 2015). No Brasil, ST1 foi identificado em porcos por
Moura et al. (2018) e ST5 em galinhas por Valenga-Barbosa et al. (2019).

Os ST6 e ST7, foram identificados nas amostras de galinhas desse trabalho
corroborando com Rivera et al., (2008); Yoshikawa et al. (2016); D’Afonso et al.
(2017); Wang et al. (2018); Greige et al. (2018). Esses STs sado considerados
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“subtipos aviarios”, pois sédo frequentemente identificados em aves em estudos
conduzidos em varios regides do mundo (NOEL, et al., 2005; STENSVOLD et al.,
2007b; WANG et al.,, 2018; GREIGE, et al., 2018). O subtipo 6 foi isolado de
galinhas e dos tratadores desses animais no Libano, sugerindo que as aves
poderiam servir de reservatérios para a infecgdo humana, uma vez que sao criadas
em contato préximo ao homem (GREIGE et al., 2018).

Nesse presente trabalho, ST10 foi observado nas amostras de bovinos, galinhas,
e cavalos e o ST14 em galinhas e bovinos. Os bovinos sao considerados
hospedeiros naturais dos subtipos 10 e 14, devido a alta prevaléncia nesses animais
(GREIGE et al., 2019; ABUODEH et al., 2019). Esses subtipos, foram isolados de
bovinos por outros autores em varios paises. Nos EUA por Maloney; Molokin; Santin
(2019); na Libia por Alfallani et al. (2013); no Japao por Masuda et al. (2018); Coréia
do Sul por Lee et al. (2018); China por Zhu et al. (2017) e Wang et al. (2018) e no
Libano por Greige et al. (2019). Zhao et al. (2017) fizeram o primeiro relato da
identificacdo do subtipo 10 em cavalos, vindo de encontro com os achados desse
estudo.

A partir de 2017, outros subtipos foram identificados e nomeados, sendo o ST21
em antilope e os subtipos 23 ao 26 em bovinos (ZHAO et al., 2017; MALONEY et al.,
2018; MALONEY; MOLOKIN; SANTIN, 2019). No presente estudo, também foram
encontrados bovinos parasitados por esses subtipos.

Infecgbes mistas, com diferentes subtipos, foram identificadas na maioria das
amostras de todos os animais desse estudo, assim como observado por outros
autores (FAYER; SANTIN; MACARISIN, 2012; MALONEY et al., 2018; AYNUR et al.,
2019). Estas infecgbes mistas, apesar de serem comuns, ndo sao identificadas por
PCR convencional e sequenciamento. Para essa identificagcdo, € necessario realizar
clonagem ou SNG (YOSHIKAWA et al., 2004; SANTIN et al., 2011, MALONEY;
MOLOKIN; SANTIN, 2019). Porém, muitos estudos utilizam apenas as primeiras
abordagens para identificar Blastocystis spp., subestimando assim, os reais
resultados (WANG et al., 2014; HELENBROOK et al., 2015).
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6.2 Enterocytozoon bieneusi

E. bieneusi foi identificado em aves e em varios hospedeiros mamiferos
incluindo o homem, em diferentes regides do mundo (SANTIN; FAYER, 2011; FENG
et al., 2011; Ll et al., 2014; CUNHA; CURY; SANTIN, 2016; CUNHA; CURY; SANTIN,
2017). Os animais sao considerados reservatorios sendo relevantes na
epidemiologia do parasito e na saude publica. As fontes e rotas de transmissao
necessitam ser melhor elucidadas para entender o papel dos animais na
transmissao.

Nesse estudo, foi observado E. bieneusi na maioria das propriedades avaliadas
(71,4%), indicando que o parasito esta presente na microrregido de Uberlandia, MG.
Cunha; Cury; Santin (2016) relataram a presenga do parasito em galinhas
procedentes de comércios aviarios no municipio de Uberlandia, que faz parte dessa
microrregido, sendo esse o primeiro relato no Brasil, nessa espécie animal.

No mundo, a presenga do microsporidio em galinhas foi relatada por Reetz et al.
(2002), Feng et al. (2011) e Li et al. (2014), os quais observaram prevaléncia entre
14,28 a 25,0%. Os resultados encontrados nesse estudo (10%), foram inferiores aos
relatados por esses autores. A discrepancia entre os resultados pode ter ocorrido
pela diferengca entre o numero amostral, manejo dos animais e nivel de
contaminagcdo ambiental. Ressalta-se que todos os resultados foram realizados
utilizando diagnéstico molecular.

Dos porcos avaliados, neste presente trabalho, 47% foram positivos para E.
bieneusi, estando essa prevaléncia menor do que a observada por Fiuza et al. (2015)
(59,3%) no Rio de Janeiro. Entretanto, ao se comparar esses resultados com outros
pelo mundo, observa-se que esta porcentagem encontra-se dentro da taxa mundial
de prevaléncia. Estudos nos EUA, Republica Tcheca, Alemanha, Japao, China e
Tailandia, demonstram taxas entre 14,8 a 94,0% (BUCKHOLT; LEE; TZIPORI, 2002;
SAK et al. 2008; REETZ et al, 2009; ABE; KIMATA 2010; ZOU et al., 2018;
THATHAISONG et al., 2019).

Nste trabalho, ndo houve nenhuma amostras positiva para E. bieneusi em
cavalos.

Existem varios estudos determinando a prevaléncia de E. bieneusi em bovinos.
Nesses animais a prevaléncia relatada varia entre 4,4 a 17,5% (FAYER; SANTIN;
TROUT et al., 2007; Del COCO et al., 2014; MA et al., 2015; FIUZA et al., 2015;
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WANG et al.,, 2018; FENG et al., 2019; ZHANG et al., 2019). A prevaléncia
encontrada nesse trabalho, esta dentro desta faixa citada por esses autores. Dos
animais criados em propriedades rurais, 0s bovinos parecem ser os mais estudados.
Fiuza et al. (2015) foram os primeiros a relatar o parasito em bovinos no Brasil, no
qual os autores observaram maior positividade em animais de aptidao leiteira do que
de corte. Apesar do impacto econdbmico desse microsporidio ndo estar bem
elucidado, a presengca do parasito nessa espécie animal, pode influenciar na
produtividade, sendo preocupante, pois o Brasil € um grande exportador de produtos
de origem animal.

Apoés analise das sequéncias de nucleotideos da regido ITS de E. bieneusi foram
identificados apenas gendtipos ja relatados anteriormente por outros autores (D,
EbpA, |, BEB8, CS-1, Peru11, H e PigEb1), ndo sendo identificados novos gendtipos.
Desses, apenas o gendtipo BEBS8, esta inserido grupo filogenético 2, estando os
demais no grupo 1. Ressalta-se que os dois grupos apresentam potencial zoondtico.

O gendtipo D foi encontrado em humanos e em diversas espécies de animais
como primatas nao-humanos, porcos, bovinos, cabras, ovelhas, caes, gatos,
macacos, cavalos, raposas, ledes, ratos, coelhos e aves no mundo todo (LI; FENG;
SANTIN, 2019). No Brasil, foi previamente identificado em humanos, suinos, bovinos,
galinhas e em aves de cativeiro (FENG et al., 2011; FIUZA et al., 2015; FIUZA et al.,
2016a; CUNHA; CURY; SANTIN, 2016; CUNHA; CURY; SANTIN, 2017). E
considerado gendtipo importante, pois é frequentemente associado com a infec¢ao
humana. Nesse estudo, este gendtipo foi observado em galinhas e porcos.

O gendtipo EbpA também apresenta ampla diversidade de hospedeiros. Nessa
pesquisa foi detectado em galinhas e porcos. Em revisdo realizada por Li; Feng;
Santin (2019), os autores relataram a presenga desse genotipo em porcos no Brasil,
China, Republica Tcheca, Alemanha, Japao, Poldnia, Suiga, Tailandia e EUA e aves
no Brasil, China e Republica Tcheca.

Na América do Sul, o gendtipo | foi identificado na Argentina em bovinos (del
COCO et al., 2014) e no Brasil em bovinos e ovelhas (FIUZA et al., 2016a; FIUZA et
al., 2016b), corroborando com os achados desse estudo, que identificou esse
genotipo em bovinos.

Os gendtipos Peru11, BEB8, CS-1, H e PigEb1 parecem ser limitados em

relacdo a diversidade de hospedeiros. No presente trabalho, foram encontrados
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esses genotipos nas espécies avaliadas. Esse gendtipo também foi identificado
anteriormente em humanos, primatas n&do-humanos, guaxinins, roedores e galinhas
(BERN et al., 2005; LEELAYOOVA et al., 2006; YE et al., 2012; GUO et al., 2014;
CUNHA; CURY; SANTIN, 2016).

BEBS foi identificado em bovinos nesse estudo, assim como relatado por outros
autores nessa mesma espécie animal (SANTIN; DARGATZ; FAYER, 2012; FIUZA et
al., 2016a; LI et al., 2016). Nesse trabalho, CS-1 foi detectado em porcos
corroborando com os resultados encontrados na China e no Brasil (LI et al., 2014;
FIUZA et al., 2015; WAN et al., 2016).

Nessa pesquisa, encontrou-se o genotipo H em porcos, corroborando com os
achados de Rinder et al. (2000) na Alemanha, Jeong et al. (2007) na Coréia do Sul,
Leelayoova et al. (2009) no Japao, Li et al. (2014) na China, Fiuza et al. (2015) no
Brasil e por Prasertbun et al. (2017) na Tailandia, nesse mesmo hospedeiro. O
genotipo PigEb1 foi identificado nesse estudo e por Fiuza et al. (2015) no Brasil, n&o

havendo outro relato desse genétipo em outros paises.

6.3 Infeccdes concomitantes entre Blastocystis spp. e Enterocytozoon bieneusi

Infecgbes concomitantes entre Blastocystis spp. e E. bieneusi foram
identificadas em algumas amostras de galinhas, porcos e bovinos avaliados nesse
trabalho, corroborando com os achados de Fayer; Santin; Macarisin (2012) que
observaram a presenga desses microrganismos em bovinos. Infecg¢des
concomitantes de diferentes espécies de parasitos, podem ser comuns, uma vez
que a via de transmisséo é a mesma (fecal-oral).

Apesar de nao ter sido objetivo dessa pesquisa avaliar a dindmica de
transmissdo, ressalta-se que os animais de diferentes espécies de algumas
propriedades rurais estavam infectados pelos mesmos subtipos de Blastocystis spp.

e gendtipos de E. bieneusi, podendo-se inferir a transmissdo animal-animal.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

A identificacdo dos subtipos e dos gendtipos considerados zoondticos e que,
estiveram presentes nos animais dessa pesquisa, sugere a possibilidade de haver
transmissao entre seres humanos e animais. Sao patdgenos, cujos estudos sao

recentes, havendo lacunas a serem elucidadas em relagao aos reais reservatoérios e
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ao modo de transmissdo. Deve-se enfatizar, que uma das grandes dificuldades em
relacdo a esses parasitos esta relacionado ao diagnostico, pois sdo patdgenos que
apresentam polimorfismo das formas evolutivas, tamanho diminuto e diversidade de
subtipos e gendtipos. Talvez por isso, estudos de casos controle para identificar
fatores de risco, tais como o contato com certos animais e o impacto deste patogeno
na economia € na saude publica, ainda, sdo escassos.

Baseado nisso, estudos mais amplos devem ser realizados, pois o encontro de
subtipos e gendtipos zoondticos desses parasitos na microrregido de Uberlandia,
Minas Gerais, Brasil, representa um risco para infecgdes em seres humanos que,
inclusive, ja podem estar ocorrendo atualmente. Estes, devem ter maior numero
amostral, envolver dindmica de transmissdo entre animais e o homem e ser
realizado com hospedeiros de diferentes procedéncias, faixas etarias e sexo. Tudo
isso, na tentativa de aprofundar o conhecimento sobre esses parasitos e avaliar

eventuais impactos econémicos e sociais da sua presenca.
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8. CONCLUSOES

v' Blastocystis spp. e E. bieneusi estdo presentes em galinhas, porcos, bovinos e
cavalos (somente Blastocystis spp.) em propriedades rurais na microrregiao de
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil,

v" Foi identificado um subtipo novo de Blastocystis spp. em bovinos e outros
subtipos previamente relatados em varias partes do mundo, sendo alguns

zoonaticos;

v Nas amostras das galinhas e dos porcos, o subtipo ST5 (zoonético) foi o mais

prevalente, enquanto nos bovinos foi o ST10 (ainda nao relatado em humanos);

v Infecgdes mistas por subtipos de Blastocystis spp. foram identificadas em varias

amostras de todas as espécies animais analisadas;

v" Todos os oito gendtipos E. bieneusi encontrados possuem potencial zoonético;

v Os gendtipos D, PigEb1 e BEB8 de E. bieneusi foram mais prevalentes nas

galinhas, porcos e bovinos, respectivamente;

v A infecgdo mista por genodtipos de E. bieneusi ocorreu em menor proporgao

quando comparado as infecgées mistas por subtipos de Blastocystis spp.
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Peasguisadar Respansivel: Marcia Crislina Cury
0 prolocola ndio apresenta problemas de éica nas condutas de pesquisa com

animais nos limites da redacdo & da melodologia apreseniadas. Ao final da
pesquisa deverd encaminhar para a CEUA um relatdnio final.

Siuache: PROTOCOLD DE PESOUISA APROVADD.

083 A CEUAUPY LEMBRA QUE QUALQUER MUDMNCA NO PROTOCOLD
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AD CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVAGAD DM MESMA.

Uberidndia, 10 de paneiro de 2017,

Prof. Dr. Licis Visla Carmsin Girdo

Coardenader da CEUALIFU
Portaria n® 88517
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Anexo B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado pelos responsaveis
pelas propriedades rurais, antes do inicio do trabalho.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
r Instituto de Ciéncias Biomédicas
) Laboratério de Sorologia e Biologia Molecular de Parasitos
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada
“Caracterizagao molecular de Blastocystis sp e Enterocytozoon bieneusi em animais
de producao de propriedades rurais da microrregidao de Uberlandia, Minas Gerais,
Brasil”, sob a responsabilidade dos pesquisadores, Marcia Cristina Cury e Camila Oliveira
Silva Barbosa.

Nesta pesquisa nés buscamos entender o numero de infecgbes por Blastocystis sp e
Enterocytozoon bieneusi, parasitos intestinais de humanos e de outros animais, que causam
diversas manifestagbes clinicas, como dor abdominal, nauseas, diarréia, sindrome do
intestino irritavel (IBS) e lesdes cuténeas alérgicas. Serédo coletadas amostras de galinhas,
porcos, cavalos e bovinos.

Por se tratar de parasito intestinal, para este estudo precisaremos coletar fezes.
Vocé participara da pesquisa fornecendo fezes dos animais de sua propriedade, que serao
solicitadas pelos pesquisadores. As fezes serao coletadas em potes coletores (porcos e
galinhas) e sacos plasticos (bovinos), previamente cedidos. Estes potes e sacos plasticos
contendo as fezes serao encaminhados ao Laboratério de Parasitologia da Universidade
Federal de Uberlandia, onde serao investigados os parasitos, através do exame de fezes.

Em nenhum momento o nome da propriedade sera identificado. Os resultados dos
exames de fezes dos animais serdo fornecidos diretamente, por contato telefénico. Vocé
sera avisado do exame dos animais de sua propriedade e se houverem animais positivos,
vocé sera orientado a procurar um medico veterinario para seguir com o tratamento
adequado dos mesmos. Vocé ndo tera nenhum Onus ou ganho financeiro por participar
desta pesquisa.

Os beneficios serédo: Blastocystis sp. € Enterocytozoon bieneusi sdo parasitos
intestinais de humanos e de outros animais, representando ameaca a saude publica. Na
microrregido de Uberlandia nenhum trabalho que envolva epidemiologia desses parasitos foi
realizado, ndo se conhecendo a real situagdos deles na regido. O(A) senhor € livre para
deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo ou coag¢do. Uma
via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com o(a) senhor(a).

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com: (Marcia

74



Cristina Cury (34-3225-8669) e Camila Oliveira (34-3225-8669), Av, Amazonas, s/n, Bloco
4C, sala 4C241, Campus Umuarama, Universidade Federal de Uberlandia. Podera também
entrar em contato com o CEUA - Comité de Etica em Utilizagdo de Animais na Universidade
Federal de Uberlandia

Dessa forma, vocé, autorizando a coleta do material dos animais, estara colaborando
para um melhor entendimento destes parasitos, e possibilitando futuras medidas de controle

e tratamento mais eficaz.

Uberlandia, ....... de....... de 201.......

Marcia Cristina Cury

Camila Oliveira Silva Barbosa

Eu aceito participar da pesquisa citada acima, voluntariamente, apés ter sido devidamente
esclarecido.

Participante da Pesquisa
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