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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS DE
BLASTOCYSTIS sp. DE ORIGEM HUMANA E ANIMAL

RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Carolina Valenca Barbosa

Blastocystis sp. é considerado o parasito mais frequentemente encontrado no trato
gastrointestinal humano. Elevados percentuais de prevaléncia sdo observados nos paises em
desenvolvimento, atingindo até 100%. Este parasito também tem sido isolado em aves, anfibios,
répteis, insetos e mamiferos. Andlises moleculares parciais do gene SSU-RNAr evidenciaram a
existéncia de 17 subtipos, dos quais 10 (ST1-ST9, ST12) sdo encontrados na popula¢do humana
e de animais (exceto o ST9). Os demais subtipos sdo encontrados exclusivamente em animais.
Atualmente, poucos estudos sobre a diversidade genética de Blastocystis sp. foram realizados no
Brasil. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo caracterizar os isolados de Blastocystis
sp. de origem humana e de animais e avaliar o desempenho das reacdes em cadeia da polimerase
(PCR) com alvos dirigidos para regides parciais do gene SSU-RNAr, espacador transcrito interno
1-2 e para SSU-RNAr da organela mitocondria-like na identificagdo dos subtipos de Blastocystis
sp. Para tanto, foram utilizadas as técnicas de cultivo in vitro, PCR seguido de sequenciamento,
PCR subtipo especifico, ferramenta BLAST e andlise filogenética. Um total de 848 amostras de
fezes foram submetidas ao cultivo in vitro. Das 309 (194 de humanos e 115 de animais) amostras
positivas na cultura, somente 241 foram amplificadas e sequenciadas por meio da
PCR/sequenciamento para o alvo SSU-RNAr. Destas, 191 (139 humanos e 52 animais)
sequéncias foram identificadas como os seguintes subtipos: ST1, ST2, ST4, ST5 e ST8 por meio
da pesquisa pela ferramenta BLAST e pela analise filogenética. O ST de um isolado ndo foi
identificado nas analises. Entre as demais sequéncias, 22 apresentaram picos sobrepostos no
eletroferograma e 27 apresentaram uma baixa resolucédo. Para a analise comparativa entre os alvos
foram utilizadas 61 amostras previamente identificadas pelo alvo SSU-RNAr. Destas, foram
obtidas 59 sequéncias para 0 alvo MLO-DNAr, das quais identificamos os ST1-5, ST7, ST8 e 27
para o alvo ITS1-2. Quando comparamos os resultados obtidos com os alvos SSU-RNAr e MLO-
DNAr observamos que 17 isolados apresentaram resultados discordantes quanto a identificacdo
dos STs. Além disso, 16 isolados foram caracterizados somente pelo MLO-DNAr, em decorréncia
da falta de éxito da PCR ou pela baixa resolucao das sequéncias. Em relacdo ao alvo ITS1-2 ndo
foi possivel comparar os resultados, tendo em vista que existem apenas as sequéncias dos ST1-
ST3 e ST7 depositadas no banco publico de DNA. As sequéncias obtidas para este alvo servirao
apenas para aumentar o banco dados. Os resultados obtidos neste estudo revelaram a ocorréncia
de uma grande diversidade de subtipos de Blastocystis sp. na amostragem estudada, tanto em
hospedeiros humanos quanto em animais. Quanto ao ST ndo identificado, recomenda-se o
sequenciamento total do gene SSU-RNAr para confirmar a existéncia de um novo ST. O ST4 foi
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identificado pela primeira vez na populacdo brasileira, bem como a identificacdo de STs em
diferentes hospedeiros animais na amostragem analisada. Em relacdo a analise de variabilidade
genética dos STs, foi possivel observar que 0s ST1 e ST3 apresentaram a maior distancia genética
intra-subtipos, compreendendo 8% e quase 10%, respectivamente seguidos pelo ST2 com
proximamente 5%. Os demais subtipos (ST4-ST9), a divergéncia genética foi inferior a 5%. Ao
analisar as 17 cOpias do gene 18S de um isolado do ST7 comparando as diferentes regies que
sdo utilizadas na literatura, verificamos que a variabilidade genética varia de 1 a 3,5%. Desta
forma, este estudo contribui para compreensao da epidemiologia molecular e para a diversidade
genética de Blastocystis sp. em escala regional e global.

Palavras-chave: Epidemiologia molecular, diversidade genética, hospedeiros, PCR
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BLASTOCYSTIS
ISOLATES FROM HUMANS AND ANIMALS

ABSTRACT

DOCTORAL DEGREE

Carolina Valenca Barbosa

Blastocystis sp. is considered the most frequently found parasite in the human
gastrointestinal tract. High prevalence percentages are observed in developing countries, reaching
100%. This parasite has also been isolated from birds, amphibians, reptiles, insects and mammals.
Molecular analyzes of the partial SSU-RNAr gene evidenced the existence of 17 subtypes, of
which 10 (ST1-ST9, ST12) are found in the human and animal population (except ST9). The other
subtypes are found exclusively in animals. Currently, few studies on the genetic diversity of
Blastocystis sp. were carried out in Brazil. Thus, the present study aims to characterize the
Blastocystis sp. isolates from humans and animals and to evaluate the performance of polymerase
chain reactions (PCR) with targets directed to partial regions of SSU-RNAr, internal transcript
spacer 1-2 and to mitochondrial-like organelle rRNA in the identification of subtypes of
Blastocystis sp. To do so, techniques of in vitro culture, PCR followed by sequencing, specific
subtype PCR, BLAST tool and phylogenetic analysis were used. A total of 848 stool samples
were submitted to in vitro culture. Of the 309 (194 of humans and 115 of animals) positive
samples in the culture, only 241 were amplified and sequenced by means of the PCR/sequencing
for the SSU-RNAr target. Of these, 191 (139 human and 52 animal) sequences were subtyped as
follows: ST1, ST2, ST4, ST5 and ST8 through BLAST research and phylogenetic analysis. The
ST of one isolate was not identified in the analyzes. Among the other sequences, 22 presented
overlapping peaks on the electropherogram and 27 presented a low resolution. For the
comparative analysis between the targets, 61 samples previously identified by the SSU-RNAr
target were used. From these, 59 sequences were obtained for the MLO-DNAr target, from which
we identified ST1-5, ST7, ST8 and 27 for the ITS1-2 target. When we compared the results
obtained with SSU-RNAr and MLO-DNAr targets, we observed that 17 isolates presented
discordant results regarding the identification of STs. In addition, 16 isolates were characterized
only by MLO-DNAr, due to either the lack of success of PCR, or the low resolution of the
sequences. In relation to the 1TS1-2 target it was not possible to compare the results, considering
that there are only the ST1-ST3 and ST7 sequences deposited in the public DNA bank. The
sequences obtained for this target will only serve to feed the database. The results obtained in this
study reveal the occurrence of a great diversity of subtypes of Blastocystis sp. in the studied
sample, in both human and animal hosts. As for unidentified ST, the complete sequencing of the
SSU-RNAr gene is recommended to confirm the existence of a new ST. ST4 was identified for
the first time in the Brazilian population, as well as the identification of ST in different animal
hosts in the analyzed sample. In relation to the genetic variability analysis of STs, it was possible
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to observe that ST1 and ST3 had the highest intra-subtype genetic distance, comprising 8% and
almost 10%, respectively followed by ST2 with approximately 5%. The other subtypes (ST4-
ST9), the genetic divergence was less than 5%. By analyzing the 17 copies of the SSU-RNAr
gene from an ST7 isolate comparing the different regions that are used in the literature, we found
that the genetic variability varies from 1 to 3.5%. Therefore, this study contributes to the

understanding of molecular epidemiology and the genetic diversity of Blastocystis sp. on a
regional and global scale.

Keywords: Molecular epidemiology, genetic diversity, hosts, PCR
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l. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais

Blastocystis sp. € um organismo unicelular, eucarioto, anaerdbico, pertencente ao
grupo dos Stramenopiles, que abrange representantes bem diversificados, incluindo
flagelados de vida livre, parasitos de plantas (Peronospora), alguns fungos e criséfitas
(Silberman et al., 1996) e diversos organismos fotossintéticos, desde diatoméaceas a algas
pardas (Derelle et al., 2016). E considerado um dos parasitos mais frequentemente
encontrado no trato gastrointestinal de humanos (Stenzel & Boreham, 1996; Amin, 2002;
Cheng et al., 2006; Tan, 2008; Borges et al., 2009; Stensvold et al., 2009a; Gil et al.,
2013; El Safadi et al., 2014; David et al., 2015; Osman et al., 2016).

Além disso, tem sido encontrado em uma ampla variedade de animais, como
répteis, insetos, aves, anfibios e mamiferos (Abe et al., 2002, 2003, 2004; Tan, 2004; Noel
etal., 2005; Stensvold et al., 2009b; Parkar et al., 2007, 2010; Santin et al., 2011; Ramirez
et al., 2014; Clark et al., 2013; Roberts et al., 2013; Alfellani et al., 2013a; Wang et al.,
2014; Yoshikawa et al., 2004a, 2007, 2016a, 2016b; Cian et al., 2017; Masuda et al.,
2018; Udonsom et al., 2018). Este parasito € um protista cosmopolita entérico e tem sido
estimado que mais de um bilh&o de pessoas estejam infectadas (Stensvold et al., 2007),
embora as taxas de prevaléncia variem entre paises e até mesmo entre regides de um
mesmo pais (Tan, 2008; Alfellani et al., 2013b).

No cenario mundial, apresenta percentuais extremamente variaveis ultrapassando
as taxas de prevaléncia de outros parasitos intestinais, tais como a Giardia intestinalis, 0
complexo Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar e o Cryptosporidium sp. (Boorom et
al., 2008; Borges et al., 2009; Gil et al., 2013; Osman et al., 2016). Nos paises
industrializados, os percentuais de prevaléncia variam de 6% na Hungria a 24% na
Holanda (Bart et al., 2013; Balint et al., 2014; El Safadi et al., 2016; Scanlan et al., 2016)
e nos paises em desenvolvimento atingem até 100%, como reportado no Senegal (El
Safadi et al., 2014). No Brasil, a prevaléncia em humanos varia entre 2,2% e 86,6%
(Guimaraes & Sogayar et al., 1993; Gil et al., 2003; Nascimento & Moitinho, 2005; Miné
& Rosa, 2008; Aguiar et al., 2007; Borges et al., 2009; Takiazawa et al., 2009; Malheiros
et al., 2011; Branco et al., 2012; Cabrine-Santos et al., 2015; David et al., 2015; Rebolla
et al., 2016; Faria et al., 2017; Melo et al., 2017; Oliveira-Arbex 2018). Esses altos

percentuais estdo diretamente relacionados ao baixo nivel socioeconémico e as precarias



condicBes sanitarias (Li et al., 2007; Leelayoova et al., 2008; Lee et al., 2012),
predominantes em regides tropicais empobrecidas, desprovidas principalmente de dgua
potéavel e redes de esgoto (Noradilah et al., 2016; Osman et al., 2016).

O modo de infeccdo ainda ndo foi completamente compreendido, mas é
amplamente citado e aceito na literatura que a transmissao envolve a ingestao das formas
cisticas presentes em agua e nos alimentos, sendo, portanto, transmitido pela via orofecal
(Parkar et al., 2010; Lee et al., 2012; Angelici et al., 2018). Desta forma, os cuidados no
preparo dos alimentos e a caréncia de habitos de higiene pessoal e coletiva podem
favorecer a transmissao deste parasito (Li et al., 2007; Leelayoova et al., 2008; Alfellani
et al., 2013b; Heydari-Hengami et al., 2018). Em 2011, Blastocystis sp. foi incluido nas
diretrizes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) no programa sobre o0 consumo e a
qualidade de agua potavel (OMS, 2011), uma vez que este parasito é frequentemente
isolado de fontes de agua em diversos paises (GuoHong et al., 2000; Karanis et al., 2007;
Leelayoova et al., 2008; Eroglu & Koltas, 2010; Rafiei et al., 2014; Rangel-Martinez et
al., 2015).

Embora existam varios estudos sobre os aspectos epidemioldgicos de Blastocystis
sp. desde que foi detectado pela primeira vez no ano de 1912 em amostras de fezes
humanas, sua taxonomia e patogenicidade ainda sdo controversas. Alguns estudos
apontam que a infeccdo por Blastocystis sp. € mais comum em pacientes
imunossuprimidos, sendo considerado um parasito oportunista (Tan et al., 2009; Batista
et al., 2011). Outros trabalhos sugeriram que Blastocystis sp. € um organismo comensal
(Udkow & Markell, 1993; Sun et al., 1989; Audebert et al., 2016). No entanto, um ndmero
crescente de novos estudos citou Blastocystis sp. como um patégeno emergente (Tan,
2008; Scanlan, 2012; Poirier et al., 2012).

Este parasito ja foi identificado em amostras de fezes de individuos com diarreia
ou com outros sintomas gastrointestinais, além de ter sido associado a doencas entéricas,
especialmente a sindrome do intestino irritavel (SII) (Tan, 2008; Dogruman-Al et al.,
2010; Stensvold et al., 2011; Rostami et al., 2017). Em contrapartida, diversos estudos
apontaram a auséncia de associagdo entre o parasito e a doenca clinica, principalmente
pelo fato da infeccdo humana ser comumente assintomatica (Udkow & Markell, 1993;
Chen et al., 2003; Leder et al., 2005; Khademvatan et al., 2017).

No decorrer da ultima década, os Estados Unidos da América (EUA) tém
anualmente investido 30 bilhdes de ddlares em estudos sobre a SlI (Hulisz, 2004). Esta

sindrome é altamente prevalente nos paises em desenvolvimento, com percentuais
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variando de 35% a 45% (Schmulson et al., 2006; Quigley et al., 2006) e 5% a 24% em
paises industrializados (Longstreth et al.,, 2006). Em individuos portadores da SlI
observam-se elevados percentuais de infeccéo por Blastocystis sp. com frequéncias de até
76% (Giacometti et al., 1999; Stensvold et al., 2009a; Boorom et al., 2008; Dogruman-
Al et al. 2010; Yakoob et al.,, 2010). Contudo, os possiveis fatores que estariam
envolvidos para causar a doenca ainda séo incertos.

Assim, surgem alguns questionamentos, como, por exemplo, o impacto de
Blastocystis sp. na satde, principalmente devido as altas prevaléncias deste parasito na
populacdo humana. Dados recentes sobre o genoma deste organismo, atrelados a estudos
experimentais in vitro e in vivo permitiram a identificacdo de fatores de viruléncia,
demonstrando os efeitos nocivos de Blastocystis sp. na barreira intestinal (Poirier et al.,
2012; Denoeud et al., 2011; Wu et al., 2014a,b; Ajjampur et al., 2016; Ajjampur & Tan,
2016). Por outro lado, alguns autores acreditam que estudos sobre a microbiota intestinal
em individuos infectados e ndo infectados por Blastocystis sp. podem fornecer
informacdes importantes para ajudar a determinar o papel deste parasito na saude humana
e na doenca (Stensvold & Clark, 2016).

Embora tenha sido descoberto ha mais cem anos, Blastocystis sp. € um parasito
enigmatico e foi considerado por muito tempo como comensal, 0 que atrasou bastante 0s
avancos nos estudos, ndo despertando o interesse dos pesquisadores até entdo.
Recentemente, diversos trabalhos apontaram indicios sobre o seu potencial patogénico.
Todavia, ainda persistem muitas duvidas acerca do seu potencial zoondtico, o
desenvolvimento de métodos de diagndstico sensiveis e especificos, os aspectos
taxonémicos e o seu real papel como patdgeno. Sendo assim, estudos adicionais sobre
esse parasito sdo de suma importancia com o intuito de agregar o maximo de informacao

a respeito da biologia deste parasito.

1.2. Histdrico e Taxonomia

H& muitas duvidas sobre a posi¢cdo taxondémica de Blastocystis sp. Em 1911, o
parasito foi descrito por Alexieff, que propds o0 nome de Blastocystis enterocola (Alexieff,
1911). Posteriormente, em 1912, o parasito foi redescrito por Emile Brumpt como

levedura presente em fezes humanas, sendo denominado por Blastocystis hominis



(Brumpt, 1912). O termo Blastocystis foi criado por Alexieff devido as formas observadas
serem semelhantes a capsula de um fungo do género Blastomyces, além de apresentarem
uma forma cistica.

No entanto, apenas a titulo de curiosidade, este parasito ja havia sido observado
por Brittan & Swayne em 1849 durante a grave epidemia de colera na Inglaterra. Ambos
0s pesquisadores trabalharam separadamente, mas compartilharam seus achados. As
células chamadas de “corpos de colera” por Swayne e “células anulares” por Brittan
foram consideradas por eles como as causadoras da c6lera, convencendo outros médicos
de Londres que também estudavam a epidemia. Entretanto, a analise critica de suas obras
ndo suporta a afirmacéo de que eles descobriram Blastocystis sp. (Zierdt, 1991).

Desde entdo, Blastocystis sp. ja foi considerado vegetal, levedura, cisto de
flagelado, esporozoério e protozoario (Zierdt, 1991; Boreham & Stenzel, 1993). Em 1967,
foram descritas caracteristicas baseadas em aspectos morfoldgicos e fisioldgicos gerando
duvidas em relacdo a sua classificacdo como levedura, reclassificando-o, portanto, como
protozoario (Zierdt, 1967). Em 1985, Blastocystis sp. foi inserido no reino Protista,
subreino Protozoa, subordem Blastocytina e no género Blastocystis, com base nos
parametros taxondémicos morfoldgicos tradicionais (Zierdt, 1991).

Recentemente, estudos filogenéticos baseados na andlise do gene SSU-RNAr
alocaram Blastocystis sp. ao grupo heterogéneo dos Stramenopiles, sinbnimo de
Heterokonta (Silberman et al., 1996), um dos maiores grupos de eucariotos existente (Adl
etal., 2012). Este grupo foi descrito em 1989 (Patterson, 1989) sendo composto por seres
unicelulares e multicelulares com metabolismo heterotrofico ou fotossintético. Seus
representantes apresentam como caracteristica a presenca de, pelo menos, um flagelo ao
longo dos estagios do ciclo de vida. Entretanto, Blastocystis sp. ndo apresenta flagelo e €
0 Unico eucarioto do grupo capaz de infectar humanos (Arisue et al., 2002).

Na classificacdo atual, Blastocystis sp. estd inserido no Reino Protista, Filo
Stramenopiles, classe Blastocystea, ordem Blastocystida, familia Blastocystidae, género
Blastocystis, estando relacionado aos Alveolatas (Silberman et al., 1996; Arisue et al.,
2002). Antigamente, a nomenclatura de Blastocystis sp. era baseada no hospedeiro de
isolamento, dando origem a uma ampla variedade de espécies, tais como B. hominis
quando isolado de humanos, B. ratti de roedores, B. galli de galinha, entre outros.
Todavia, pesquisas recentes sugerem limitar sua denominagdo para Blastocystis sp.,
devido a sua grande diversidade molecular que é suficiente para nomear diferentes

espécies (Stensvold et al., 2007).



1.3. Subtipos de Blastocystis e seus hospedeiros

Existe um consenso na literatura sobre a nomeacdo de Blastocystis sp., sendo
nomeado por muitos anos como Blastocystis hominis quando encontrado em fezes
humanas. No entanto, estudos sobre a caracterizacdo molecular deste parasito mostraram
que os isolados de humanos apresentavam grande variabilidade genética e os isolados de
outros hospedeiros eram indistinguiveis morfologicamente dos isolados de humanos
(Bohm-Gloning et al., 1997; Clark, 1997). Assim, o hospedeiro de origem ndo era um
indicador confiavel para a identificacdo deste organismo, sendo proposto resumir 0 nome
para Blastocystis sp. com diferentes linhagens classificadas em subtipos (Stensvold et al.,
2007; Parija & Jeremiah, 2013).

Atualmente, sdo descritos 17 subtipos, dos quais nove (ST1-ST9) séo encontrados
na populacdo humana e também em animais (Duda et al., 1998; Abe et al., 2002; 2003;
Abe, 2004; Yoshikawa et al., 2004a, 2004b; 2007; 2009; 2016 ; Noel et al., 2005; Tan,
2004; Navarro et al., 2008; Stensvold et al., 2009b; Parkar et al., 2010; Petrasova et al.,
2011; Santin et al., 2011; Roberts et al., 2013; Alfellani et al., 2013a; Fayer et al., 2014;
Ramirez et al., 2014; Wang et al., 2014; Badparva et al., 2015; Popruk et al., 2015;
Helenbrook et al., 2015; Belleza et al., 2016; Villanueva-Garvia et al., 2017; Cian et al.,
2017; Song et al., 2017; Zhao et al., 2017). Os demais subtipos (ST10 a ST17) sdo
encontrados exclusivamente em hospedeiros ndo humanos (Stensvold et al., 2009b;
Parkar et al., 2010; Fayer et al., 2012; Alfellani et al., 2013; Roberts et al., 2013), exceto
ST12, recentemente descrito em trés individuos na Bolivia (Ramirez et al., 2016). Além
disso, é importante destacar que em 2017, Zhao e colaboradores descreveram possiveis
novos subtipos denominando-os de ST18-ST22.

Em humanos, ST1, ST2 e ST3 apresentam altas prevaléncias (Scicluna et al.,
2006; Yan et al., 2006; Li et al., 2007; Ozyurt et al., 2008; Rene et al., 2009; Malheiros
etal., 2011; Alfellani et al., 2013; Popruk et al., 2015; Vargas-Sanches et al., 2015), sendo
0 ST3 o mais prevalente (Alfellani et al., 2013a; Souppart et al., 2010; Moosavi et al.,
2012; Roberts et al., 2013; Jantermtor et al., 2013; Casero et al. 2015; Palasuwan et al.,
2016; Scanlan et al., 2016; Ben Abda et al., 2017). O subtipo 4 é comumente encontrado
na Europa, porém parece ser raro ou completamente ausente na Africa, Asia e Américas
(Alfellani et al., 2013a). Estima-se que 95% das infec¢des humanas sejam causadas pelos
subtipos 1-4 (Noel et al., 2005; Scicluna et al., 2006, Parkar et al., 2007, Alfellani et al.,



2013). J& ST5-ST8 sdo observados esporadicamente na populacdo humana, sendo mais
comumente encontrados em outros hospedeiros.

O subtipo 9 foi relatado somente uma vez em humanos (Stensvold et al., 2009a)
e, até entdo, ndo foi encontrado em outros hospedeiros (Noel et al., 2005; Alfellani et al.,
2013; Clark etal., 2013; Ramirez et al., 2014; Wang et al., 2014; Fayer et al., 2014; Casero
et al., 2015; Poulsen et al., 2016). Ate 0 momento, ST10 a ST17 ndo foram encontrados
na populacdo humana (Parkar et al., 2010; Forsell et al., 2012), com exce¢do de ST12
(Ramirez et al., 2016). Inicialmente, ST12 foi detectado em girafas e cangurus (Parkar et
al., 2010; Roberts et al., 2013), sendo posteriormente relatado por Ramirez e
colaboradores (2016) em humanos, sugerindo um possivel potencial zoonotico de
transmissdo. E importante ressaltar que os trés individuos infectados por ST12 tinham
contato proximo com ovelhas e lhamas, sugerindo a necessidade de realizar mais estudos
investigando esses mamiferos.

No Brasil, existem apenas cinco trabalhos sobre a distribuicdo dos subtipos de
Blastocystis sp. e todos eles referentes ao hospedeiro humano. O primeiro relato
investigou uma comunidade indigena na Amaz6nia, na qual os autores observaram a
ocorréncia de trés subtipos de Blastocystis sp. (Malheiros et al., 2011). Em 2015, David
e colaboradores realizaram um estudo em duas comunidades de baixo poder aquisitivo
em Séo Paulo e detectaram cinco diferentes subtipos. Em um trabalho realizado em seis
paises da América do Sul, os autores encontraram grande diversidade de subtipos de
Blastocystis sp. nas amostras brasileiras (Ramirez et al., 2016). Em 2017, Melo e
colaboradores analisaram amostras fecais obtidas em um laboratério de andlises clinicas
na cidade de S&o Paulo e identificaram a ocorréncia de quatro subtipos. Recentemente,
também na cidade de Séo Paulo, os autores investigaram criancas de uma creche, seus
familiares e cdes, aléem dos funcionarios da mesma e detectaram quatro subtipos de
Blastocystis sp. Todavia, nenhum cdo estava infectado pelo parasito em questdo
(Oliveira-Arbex et al., 2018).

Assim, enquanto os estudos sobre a distribuicdo dos subtipos e os dados sobre a
prevaléncia de Blastocystis sp. em humanos estdo se acumulando rapidamente ao redor
do mundo, ainda se sabe relativamente pouco sobre a especificidade de hospedeiro, a
variabilidade genética e a distribuicdo de STs em outros hospedeiros.

No cenario mundial, este parasito ja foi encontrado em uma ampla variedade de
animais, incluindo suinos, bovinos, equinos, primatas ndo humanos, aves, anfibios,

répteis, peixes, artropodes, anelideos (Stenzel & Boreham, 1996; Tan, 2004, Abe, 2004;
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Stensvold et al., 2007; 2009b; Wong et al., 2008; Parkar et al., 2010; Santin et al., 2011;
Alfellani et al., 2013; Yoshikawa et al. 2016; Villanueva-Garcia et al., 2017; Cian et al.,
2017) e, recentemente, em ostras no México (Compean et al., 2018), evidenciando a
plasticidade de hospedeiro deste microorganismo. Os subtipos que circulam tanto em
humanos quanto em animais denotam baixa especificidade de hospedeiros, o que pode
viabilizar a rota de transmissdo do parasito entre animais e 0s humanos e vice-versa
(Parkar et al., 2010) (Figura 1).

Transmissao

interpessoal P
Ambiente /

contaminado \

\
Humanos Animai ' s ‘
Animais ey \ Animais J
/ 5 \\ Contato \ /
Aguae \  proximo \
[ alimentos | com \
\contaminados / animais o
Subtipos1-9,12 N Subtipos 10 - 22

Transmissao oro-fecal

Figura 1: Resumo gréfico sobre a distribui¢do dos subtipos de Blastocystis, seus
hospedeiros e formas de transmissdo

*Qs subtipos 1-9, 12 foram encontrados tanto em humanos quanto em hospedeiros animais, com
excecdo do ST9 que, até o momento, foi encontrado somente em humanos. Os subtipos 10 - 22
foram detectados em diversos hospedeiros animais, com excecdo do ST12, recentemente
detectado em humanos. A transmissao da infeccdo por Blastocystis sp. € via oro-fecal, podendo
ocorrer através de transmissao interpessoal, agua, alimentos e ambiente contaminados por cistos
e contato préximo com animais.

Em hospedeiros animais, os subtipos 1, 2 e 3 foram isolados de aves, suinos,
caprinos, bovinos e primatas ndo humanos, enquanto que o subtipo 4 de roedores. Por sua
vez, o subtipo 5 é frequentemente descrito em suinos, assim como o0 6 € 7 em aves € 0
subtipo 8 em primatas ndo humanos (Abe, 2004; Lee & Stenzel, 1999; Stensvold et al.,
2009b; Yoshikawa et al., 2009; 2016; Alfellani et al., 2013b; Fayer et al., 2014; Ramirez
et al., 2014; Roberts et al., 2013; Santin et al., 2011; Tan et al., 2013; Wang et al., 2014;
Villanueva-Garcia et al., 2017). Os subtipos 10 a 17 foram identificados, em sua maioria,



em animais silvestres e de jardins zooldgicos (Stensvold et al., 2009b; Parkar et al., 2010;
Fayer et al., 2012; Alfellani et al., 2013; Roberts et al., 2013) (Tabela 1). Recentemente
na China, foram descritos os ST18-ST22 isolados de cinco diferentes espécies de animais
de cativeiro: uma alpaca com ST18, um macaco Rhesus com ST19, um avestruz com
ST20, um antilope com ST21 e um guanaco com ST22 (Zhao et al., 2017). Assim, é cada
vez mais comum observarmos a ocorréncia de diferentes subtipos de Blastocystis sp. em

varios hospedeiros.



Tabela 1: Lista de subtipos de Blastocystis sp. encontrados em diferentes hospedeiros

Subtipos Hospedeiros Referéncias
Alfelanni et al., 2013a; Abe et al., 2003; Abe, 2004; Alfellani et al., 2013b; Clark, 1997; Dagci et al., 2014; Malheiros
Humanos, primatas nio et al., 2011; Mattiucci et al., 2015; Ozyurt et al., 2008; Parkar et al., 2006; Parkar et al., 2010; Ramirez et al., 2014;
ST1 humanos, cies, equinos, suinos, Rivera, 2008; Roberts et al., 2013; Safadi et al., 2014; Santin et al., 2011; Stevensvold et al., 2009; Stensvold et al.,
felinos e ostras 2010; Whipps et al., 2010; Yoshikawa et al., 2009; Zanzani et al., 2015; Cian et al. 2017; Cian et al. 2017; Melo et al.
2017; Zhao et al 2017; Compean et al., 2018.
Humanos, primatas nio AIfeI_ani gt al., 2013a; Abe, 2004; Alfellani et al., 2013b; Clark, 1997; Dagci et al., 2014; Malheiros et al., 201_1;
ST2 humanos avés cies. roedores Mattiucci e} al., 2015; Ozyurt et al., 2008; Parkar et al., 2010; Ramirez et al., 2(_)14; Roberts et al., 201_3; Safadi et al.,
suinds feli’nos i’nsetos ' 2014; Santinetal., 2_011; Stensvold_et al., 2009b; Stevensvold et al., 2013; Whipps et al., 2010; Yoshikawa et al.,
! ! 2009, 2016; Zanzani et al., 2015; Cian et al. 2017; Melo et al. 2017; Zhao et al. 2017
) Alfellani et al., 2013a; Abe, 2004; Alfellani et al., 2013b; Badparva et al., 2015; Clark, 1997; Dagci et al., 2014;
Humanos, primatas ndo Malheiros et al., 2011; Mattiucci et al., 2015; Parkar et al., 2010; Ramirez et al., 2014; Rivera, 2008; Roberts et al.,
ST3 humanos, suinos, equinos,

felinos, bovino, morcego, insetos

2013; Safadi et al., 2014; Santin et al., 2011; Stevensvold et al., 2009 ; Whipps et al., 2010; Cian et al. 2017; Melo et
al. 2017; Zhao et al. 2017

Humanos, primatas ndo

Alfellani et al., 2013a, Abe, 2004; Alfellani et al., 2013b; Clark, 1997; Mattiucci et al., 2015; Noel et al., 2003, 2005;
Ozyurt et al., 2008; Parkar et al., 2010; Ramirez et al., 2014; Rivera, 2008; Roberts et al., 2013; Santin et al., 2011;

ST4 humanos, aves,_leoes, Cervos Silberman et al., 1996; Stensold et al., 2009; Whipps et al., 2010; Yoshikawa et al., 1998, 2016; Cian et al. 2017;
cangurus, equinos, roedores .
Zanzani et al., 2015.
Humanos, primatas ndo Alfellani et al., 2013a; Badparva et al., 2015; Clark, 1997; Parkar et al., 2006; Rivera, 2008; Roberts et al., 2013;
STS humanos, cdes, equinos/bovinos, Santin et al., 2011; Stevensvold et al., 2009; Zanzani et al., 2015, Cian et al. 2017; Zhao et al. 2017
suinos, anfibios, ovelhas, aves,
roedores
ST6 HUMAaNos e aves Alfellani et_al., 2013a; Badparva,et al., 2015; Clark, 1997; Dagci et al., 2014; Mattiucci et al., 2015.Parkar et al.,
2006; Ramirez et al., 2014; Santin et al., 2011; Melo et al. 2017
Humanos, primatas ndo Clark, 1997; Dagci et al., 2014; Parkar et al., 2007; Rivera, 2008; Santin et al., 2011; Zanzani et al., 2015; Yoshikawa
ST7 humanos, marsupiais, et al. 2016, Cian et al. 2017
equinos/bovinos, aves
. Alfellani et al., 2013a; Helenbrook et al., 2015; Mattiucci et al., 2015.Parkar et al., 2010; Ramirez et al., 2014;
ST8 Humanos, primatas, elefantes, Stensvold et al., 2009b; Whippis et al., 2010; Cian et al. 2017
marsupiais, aves
ST9 e ST12* Humanos Stensvold et al., 2009a; *Ramirez et al., 2016
Equinos/bovinos, elefantes,  Alfellani et al., 2013a; Parkar et al., 2010; Roberts et al., 2013; Stensvold et al., 2009b; Zhao et al. 2017.
ST10 aST22 girafas, marsupiais, ledes, cervos,

canguru, camelo, alpaca, roedores
africanos, primatas ndo-humanos,
roedores, aves, guanaco




1.4. Especificidade de hospedeiros e transmissao zoondtica

Ainda pairam muitas davidas acerca da especificidade de hospedeiros deste
parasito e a identificacdo de um perfil generalista ou especialista de um parasito tem
implicac6es epidemioldgicas importantes para a compreensao da sua prevaléncia, fontes
de infeccéo e rotas de transmissdo. Os patdgenos que interagem com mdaltiplas espécies
de hospedeiros podem ser menos adaptados as condicdes locais e, consequentemente,
serem menos especificos. Assim, embora um parasito seja capaz de infectar diferentes
espécies de animais, as diferengas nos percentuais de prevaléncia da infeccdo podem ser
interpretadas como consequéncia do processo de adaptacédo local, levando a preferéncia
de certas espécies hospedeiras sobre outras (Westram et al., 2011).

No caso de Blastocystis sp., em um trabalho realizado com populag6es de macacos
bugios, A. palliata e A. pigra, no México, os subtipos 1 e 2 exibiram perfis distintos de
especificidade de hospedeiro. ST1 apresentou poucas mutacfes, sendo considerado
generalista, uma vez que varios haplotipos de diferentes animais foram homogeneamente
distribuidos nas popula¢des de macacos. ST2 apresentou maior nimero de mutacées entre
0s primatas, sugerindo ser um conjunto de populagdes locais (Villanueva-Garcia et al.,
2017). Em Katmandu, Nepal, o subtipo 2 foi detectado em criangas e primatas nao-
humanos (PNH) (Macaca mulatta) que viviam na mesma area. Os autores detectaram trés
subgrupos deste subtipo compartilhados entre as criangas e 0s animais, sugerindo que os
macacos poderiam servir como fonte de infec¢édo para humanos (Yoshikawa et al., 2009)
e vice-versa.

Em contraste, um estudo realizado no Parque Nacional da Ilha de Rubondo, na
Tanzania, onde coabitavam duas espécies de primatas autéctones (Pan troglodytes e
Colobus guerezae) e uma de primata introduzido (Chlorocebus aethiops pygerythrus),
ST1-ST3 e ST5 foram detectados. No entanto, apenas ST1 foi detectado nas trés
diferentes populacdes de primatas e curiosamente, todos os isolados de chimpanzés (Pan
troglodytes) pertenciam exclusivamente a ST1, formando um clado Unico na arvore
filogenética. Os autores sugeriram que estes chimpanzés foram colonizados por uma
Gnica cepa hospedeiro-especifica e que a transmissdo ndo ocorreu entre as outras
populacbes de macacos (Petrasova et al., 2011). Porém, é importante salientar que os
estudos sobre Blastocystis sp. com PNHs em seu habitat natural sdo escassos.

Tem sido proposto que a transmiss@o ocorra por meio de contato direto com

animais, podendo ocorrer de animais para animais, humanos para humanos e,
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possivelmente, de animais para humanos (Clark, 1997; Noel et al., 2005; Tan, 2008;
Parkar et al., 2010; Wang et al., 2014) ou indiretamente por meio da contaminacdo do
ambiente, alimentos ou da agua com cistos excretados pelos hospedeiros (Leelayoova et
al., 2008; Eroglu & Koltas, 2010;). Em jardins zooldgicos e santuérios, a transmissdo
entre animais pode ser facilitada, principalmente, devido ao contato proximo entre eles,
promovendo a circulagdo do parasito (Parkar et al., 2010). E importante ainda ressaltar
que, posteriormente, o parasito pode ser transmitido para os cuidadores dos zooldgicos
(Abe et al., 2003).

Blastocystis sp. também tem sido encontrado em animais de cativeiro e em seus
respectivos cuidadores. Nestes profissionais, a prevaléncia da infeccdo ¢€
significativamente maior do que no restante da populacdo em geral (Salim et al., 1999;
Stensvold et al., 2009b; Parkar et al., 2010). Na Australia Ocidental, PNHs e cuidadores
do jardim zooldgico estavam infectados por ST1 de Blastocystis sp., 0 que sugere que
este subtipo possui potencial zoonético. Considerando que a transmissdo da infecgédo
ocorre pela via orofecal, € possivel que os cuidadores tenham adquirido a infeccdo através
do contato com agua contaminada durante uma das tarefas rotineiramente executadas por
eles, como a limpeza das jaulas dos animais (Parkar et al., 2010).

Todavia, alguns autores sugerem que, provavelmente, outras variaveis, como por
exemplo, a microbiota intestinal do hospedeiro e os fatores de viruléncia do parasito,
possam ser importantes determinantes para a capacidade de Blastocystis sp. em colonizar
o0 trato gastrointestinal (Alfellani et al., 2013a). Além disso, a sobreposi¢do de certos
subtipos em diferentes hospedeiros e a alta identidade das sequéncias de SSU-RNAr dos
isolados de humanos e animais evidenciam a transmissao entre os hospedeiros (Parkar et
al., 2007; 2010; Rivera, 2008; Stensvold et al., 2009b). Porém, apesar dos inimeros
indicios sobre o potencial zoon6tico de Blastocystis sp., ndo existem estudos conclusivos

sobre a transmissdo zoonotica e especificidade de hospedeiros.

1.5. Patogenicidade

A questdo mais debatida a respeito de Blastocystis sp., atualmente, é se este
microrganismo € patogénico ou comensal, uma vez que alguns individuos desenvolvem

sintomatologia e outros ndo (Stensvold et al., 2009a). Infec¢es causadas por patdgenos

11



sdo, em muitos casos, assintomaticas, como, por exemplo, nos casos de giardiase e
amebiase (Tan, 2008), podendo as infec¢Bes por Blastocystis sp. se enquadrarem nesses
casos. A acdo patogénica de Blastocystis sp. pode estar relacionada a viruléncia da cepa,
a carga parasitaria e a imunodeficiéncia do individuo, embora ja tenham sido descritos
diversos relatos sobre o seu potencial invasivo em pacientes imunocompetentes
(Janarthanan et al., 2011; Scalan et al., 2012; Santos et al., 2014; Fréalle et al., 2015).

Vérias tentativas de associacdo da patogenicidade deste parasito através de
estudos com pacientes sintomaticos e assintomaticos tém sido fortemente criticadas. Em
sua maioria, esses estudos sdo realizados a fim de relacionar a presenca e auséncia de
Blastocystis sp. com os sintomas. Entretanto, é importante considerar que existe grande
dificuldade em excluir todas as outras causas infecciosas. Alem disso, as manifestacdes
clinicas das infecgdes parasitarias sdo multifatoriais, sendo influenciadas por diversos
fatores tanto do hospedeiro quanto do parasito, como por exemplo, a existéncia de perfis
distintos de viruléncia dos subtipos, a interagdo com a microbiota intestinal do hospedeiro
e estado imunologico do mesmo (Tan, 2008; Mirza & Tan, 2009).

Clark (1997) foi o primeiro a sugerir que diferentes subtipos de Blastocystis sp.
possam ter diferentes potenciais patogénicos. Em 2008, foi relatado que o subtipo 4
induzia a apoptose em células epiteliais intestinais de ratos, de um modo independente de
contato, aumentando a permeabilidade epitelial (Puthia et al., 2008). Em contrapartida,
ST7, provavelmente, utiliza hidrolases para atacar os tecidos do hospedeiro para suprir
necessidades nutricionais, além de também ter sido correlacionado a Sl (Poirier et al.,
2012). Este subtipo expressa cisteino-peptidases capazes de degradar glicoproteinas do
hospedeiro, especialmente aquelas que constituem o muco intestinal. Assim, estas
enzimas permitem que Blastocystis sp. sobreviva dentro do ambiente intestinal, usando o
muco como fonte de carboidratos e proteinas (Sio et al., 2006; Mirza & Tan, 2009).

As peptidases sdo conhecidas por desempenharem papéis importantes na
patogenicidade, no desenvolvimento e na diferenciacdo de diversos parasitos, como em
Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis, Trypanosoma cruzi e Leishmania spp.
(Lidell et al., 2006; Rodrigues-Fuentes et al., 2006; Vermelho et al., 2010).

Em relacdo ao parasito Blastocystis sp., estudos de intera¢des in vitro com células
epiteliais de diferentes linhagens (HT-29 e T-84) demonstraram que Blastocystis sp. €
capaz de induzir e modular a resposta imune do hospedeiro (Long et al., 2001) e as

cisteino-peptidases estdo envolvidas na invasdo das células hospedeiras, evasdo do
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sistema imunoldgico, patogénese, viruléncia, podendo, inclusive, degradar a
imunoglobulina A (Puthia et al., 2005; Abdel-Hameed et al., 2011).

As cisteino-peptidases de Blastocystis sp. sdo capazes de ativar a catepsina B,
aumentando assim, a permeabilidade das células intestinais e induzindo a apoptose dos
enterdcitos (Puthia et al., 2008; Mirza et al., 2012; Wawrzyniak et al., 2012; Wu et al.,
2014a; Nourrisson et al., 2016). No entanto, embora também tenha sido observado um
efeito citopatico durante a interagdo com células epiteliais de linhagem CHO (Walderich
et al., 1998), a interagdo entre Blastocystis ST4 isolado de ratos com células epiteliais
humanas da linhagem Caco-2 ndo gerou alteragcdes nos enterdcitos (Wu et al., 2014b).
Portanto, a medida que forem reunidas mais informacdes a respeito dos genomas de
Blastocystis sp., havera maior oportunidade de identificar possiveis genes envolvidos no
potencial patogénico deste parasito.

Em um estudo com individuos assintomaticos e sintomaticos, foi demonstrado que
ST1 estd mais relacionado a patogenicidade (Yan et al., 2006), assim como existem
relatos mostrando maior frequéncia de sintomatologia em pacientes infectados pelo ST2
(Vogelberg et al., 2010), enquanto outros ndo observaram nenhuma associagdo (Ozyurt
et al., 2008; Mirjalali et al., 2017). Um estudo realizado na Coldmbia demonstrou que os
individuos infectados por ST1 eram assintomaticos, em contraste ao ST2, que s6 foi
identificado em pacientes com diarreia. Ja ST3, foi encontrado, exclusivamente, em
pacientes com SlI (Ramirez et al., 2014), além de ter sido associado ao aumento da
propagacdo de células cancerigenas e de reacdo inflamatdria (Kumarasamy et al., 2013).
Todavia, € importante considerar que pode haver cepas patogénicas e ndo patogénicas
deste subtipo (Denoeud et al., 2011).

Assim, embora alguns autores tentem correlacionar a sintomatologia observada
com os diferentes subtipos, ndo ha estudos conclusivos provando que um determinado
subtipo é mais patogénico do que outro. E provavel que a manifestacdo clinica da doenca
esteja associada a causas multifatoriais ao longo da infec¢do, como o potencial patogénico
do parasito e o perfil imunologico do hospedeiro. As explicacdes para a patogenicidade
podem ainda incluir diferencas intra-subtipos na atividade de peptidases deste parasito,
além de variagGes na microbiota intestinal do hospedeiro, podendo contribuir para mediar
a colonizacdo e viruléncia de Blastocystis sp. (Wu et al., 2014b).

Nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem demonstrado maior interesse nos
estudos sobre a microbiota intestinal e sua relagdo com algumas doencas, principalmente

com as causadas por parasitos intestinais. Recentemente, a fim de entender esta relagéo,
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Nagel e colaboradores (2016) relataram que a existéncia de diferencas significativas entre
a microbiota intestinal de pacientes com a Sll quando comparados ao grupo de individuos
saudaveis. No entanto, pacientes infectados por Blastocystis sp. ndo apresentaram
alteragdes significativas na microbiota intestinal. Em contrapartida, a maior diversidade
bacteriana da microbiota intestinal em pacientes infectados por Blastocystis sp. sugeriu
que a colonizacgéo por este parasito esta geralmente associada a uma microbiota intestinal
saudavel (Audebert et al., 2016). Sabe-se que a microbiota gastrointestinal humana esta,
em sua maioria, concentrada no célon, sendo composta por bactérias, poucas archaeas,
virus, fungos e outros eucariotos (Lukes et al., 2015; Rajili¢-Stojanovié¢ & Vos, 2014). E
importante ressaltar que apenas 30% da microbiota humana gastrointestinal foi
caracterizada. Diversos autores observaram que a distribuicdo de comunidades
microbianas especificas pode ser influenciada por diferentes fatores, incluindo a
distribuicdo geogréafica, idade, sexo, estresse, tabagismo, dieta do individuo, infeccdes
gastrointestinais, assim como antibidticos ou absorcdo probiotica (Lagier et al., 2012;
Garmendia et al., 2012).

No entanto, um importante obstaculo para o conhecimento a respeito do potencial
patogénico de Blastocystis sp. é a auséncia de modelos adequados de infecgdo
experimental. Diversos estudos de infeccdo envolvendo ratos, camundongos, galinhas e
até mesmo suinos foram realizados (Yoshikawa et al., 2004b; Iguchi et al., 2007; Wang
et al., 2014). Alguns autores propuseram que 0s suinos poderiam ser considerados o
modelo animal apropriado para estudos de infeccdo experimental, uma vez que estes
animais apresentaram alta prevaléncia de ST5, sendo, provavelmente, os hospedeiros
naturais deste subtipo (Wang et al., 2014). Contudo, ainda sdo necessarios mais estudos
para validar esta proposta. Outras investigagdes, utilizando galinhas e ratos como
modelos experimentais de infeccéo, foram realizados e, inclusive, relataram a ocorréncia
de patologia moderada a severa nestes animais (Iguchi et al., 2007; Yoshikawa et al.,
2004d). Em um estudo conduzido com camundongos, 0s autores observaram que a
infeccdo nos animais foi auto limitante, apesar de alguns apresentaram certa perda de peso
e letargia (Moe et al., 1997). Entretanto, ao inocular isolados de Blastocystis sp. de
pacientes assintomaticos e sintomaticos em ratos, os autores observaram que os isolados
oriundos de individuos sintomaticos induziram patologia de moderada a severa nos
animais, enquanto os de pacientes assintomaticos causaram apenas patologia leve
(Hussein et al., 2008). Outro estudo sobre a histopatogenicidade de Blastocystis sp., no

qual foram inoculadas diferentes quantidades de cistos em modelos experimentais foi
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possivel constatar que a patogenicidade deste organismo esta relacionada ao tamanho do
inoculo e ao periodo de infeccdo, observando, consequentemente, intensa hiperplasia
linfocitica devido ao grande nimero de formas vacuolares nos tecidos (Pavanelli et al.,
2015). E segundo Elwakil e colaboradores (2010), um grande numero de cistos de
Blastocystis sp. é essencial para a infeccdo oral de camundongos e, uma vez tendo
infectado, o parasito pode invadir a lamina propria, a submucosa e até mesmo as camadas
musculares destes animais. Todavia, embora varios trabalhos tenham sido realizados a
fim de avaliar o curso da infeccdo causada por Blastocystis sp. utilizando diferentes
modelos experimentais, a patogenicidade deste parasito ainda € controversa e nenhum

modelo animal foi definido até entdo.

1.6. Manifestacoes clinicas

Nos ultimos anos, tem sido proposto que este parasito seja emergente com
potencial invasivo (Scanlan, 2012; Clark et al., 2013), sendo também considerado um
patdgeno oportunista em individuos imunossuprimidos (Horiki et al., 1999; Tan et al.,
2009). Nestes pacientes, 0 quadro pode ser mais intenso e, por este motivo é preciso
analisar bem os sintomas, tendo em vista que sdo 0s mesmos de outras doengas
infecciosas. Blastocystis sp. € comumente associado a diarreia em individuos com
deficiéncias mentais, em manipuladores de animais e pacientes imunocomprometidos
(Carbajal et al., 1997; Gassama et al., 2001; Khalili et al., 2013).

A blastocistose, doenca causada por Blastocystis sp., possui caracteristicas
clinicas inespecificas, na qual os individuos infectados podem apresentar sintomas ou
ndo; quando presentes, as manifestacdes clinicas observadas sdo: dor abdominal, prurido
anal, flatuléncia, meteorismo, nausea, vomito e diarreia de intensidade variavel, sem a
presenca de leucdcitos ou de sangue nas fezes (Kaya et al., 2007; Tan, 2008; 2010;
Stensvold et al., 2009a,d; Abdulsalam et al., 2013). A anélise histopatoldgica de lesdes
presentes na mucosa intestinal de um individuo imunocompetente evidenciou a presencga
de Blastocystis sp. nas ulceracGes da mucosa intestinal (Janarthanan et al., 2011). E
quadros de apendicite associados a obstrucdo do limen do 6rgdo por Blastocystis sp.

demonstraram que este parasito apresenta potencial invasivo (Lintong et al., 2012).
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Recentemente, em um estudo realizado na Arébia Saudita, foi observada a
associacdo entre o cancer colorretal e a infecgdo por Blastocystis sp., indicando possivel
influéncia deste parasito sobre o risco de desenvolver esta doenca (Mohamed et al., 2017).
Neste mesmo estudo, os autores reportaram que Blastocystis sp. estd envolvido no
aumento do estresse oxidativo, fator crucial na tumorgénese colorretal. O estresse
oxidativo € amplamente reconhecido como o0 componente-chave na patogénese do cancer
colorretal (Saygili et al., 2003).

Outros relatos descreveram a ocorréncia de Blastocystis sp. em locais
extraintestinais, como no liquido sinovial de um individuo com quadro de artrite, que
apresentou a completa resolucdo do quadro clinico ap6s terapéutica com metronidazol
(Lee et al., 1990). Ha diversos casos na literatura sobre recidivas de quadro de artrite
causado por este parasito em individuos imunocompetentes (Lakhanpal e Cohen, 1991;
Carbajal et al., 1997; Tejera et al., 2012). Além disso, recentemente, Blastocystis subtipo
3 foi evidenciado no apéndice, na escavacao retouterina e no fluido peritoneal de uma
crianca de nove anos de idade na Franca (Fréalle et al., 2015). No Brasil, este mesmo
subtipo foi encontrado no cisto esplénico de uma mulher jovem e imunocompetente,
residente no Municipio de Niteroi, no Estado do Rio de Janeiro (Santos et al., 2014).

Logo, a deteccdo de Blastocystis sp. em locais extraintestinais indica, em sua
maioria, que o mesmo é capaz de evadir o sistema imunoldgico e se estabelecer em 6rgaos
ndo propicios ao seu desenvolvimento, uma vez que seu habitat natural é o trato
gastrointestinal. E importante salientar que a presenca de Blastocystis sp. em 06rg&os
extraintestinais pode ser subestimada, visto que é um parasito polimorfico e de dificil
diagnostico.

Ademais, quadros de urticérias cutaneas e a Sl tém sido comumente associados
a infeccdo por este parasito em individuos imunocompetentes (Stenzel & Boreham, 1996;
Valsecchi et al., 2003; Gupta & Parst, 2006; Boorom et al., 2008; Poirier et al., 2012,
Verma & Delfanian, 2013; Khademvatan et al., 2017). Outro caso indicou a presenca do
subtipo 2 de Blastocystis em um paciente com sintomas gastrointestinais e urticaria
generalizada e sem a presenca de outro agente infeccioso. Apds a administracdo de
antibiotico, os sintomas persistiram, porém foram completamente erradicados depois do
tratamento com paromicina e metronidazol (Vogelberg et al., 2010).

Alguns autores sugeriram que 0s sintomas cutaneos podem ser causados por
desequilibrios na homeostase imune, ja que o hospedeiro produz resposta inflamatoria as

formas ameboides do parasito (Katsarou-Katsari et al., 2008). Provavelmente, antigenos
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de Blastocystis sp. levam ao recrutamento de células inflamatdrias que sdo capazes de
liberar fatores ativadores de histamina. Assim, a imunoglubulina E pode ser um possivel
mediador na urticaria, através da ativacdo e desgranulacdo de mastdcitos e posterior
liberacdo de mediadores inflamatorios (Tan, 2008). Todavia, 0 mecanismo pelo qual uma
infeccdo por Blastocystis sp. gera sintomas cutaneos ainda precisa ser elucidado.

De fato, existem diversos relatos mostrando a associacdo de Blastocystis sp. com
a urticaria, inclusive, sugerindo a relacdo com a presenca de formas ameboides e com
Blastocystis subtipos 2 e 3 (Katsarou-Katsari et al., 2008; Vogelberg et al., 2010). Em
contrapartida, em estudo recente realizado na Turquia com criangas que apresentavam
quadros cronicos de urticaria, apenas 4,7% estavam infectados com algum parasito, sendo
Blastocystis sp. 0 mais prevalente (Yilmaz et al., 2016). Desta forma, esta relagdo ainda
é questionavel, tendo em vista que outros fatores podem ser responsaveis por quadros de
urticéria e pouco se sabe a respeito do mecanismo fisiopatoldgico envolvido na indugao
desta manifestacéo clinica (Abdel-Hameed et al., 2011; Lepczynska et al., 2016).

Em relacdo a Sll, acredita-se que antigenos de Blastocystis sp. podem causar
inflamagcdo na mucosa intestinal provocando a SlI, sugerindo que esta sindrome é
consequéncia da infecgédo por este parasito. Por outro lado, alguns autores apontam que
as alteracOes causadas pela SIl geram condicGes favoraveis para o desenvolvimento do
parasito no trato intestinal (Boorom et al., 2008; Stensvold et al., 2009a; Tan et al., 2010),
assim como alguns estudos tém apresentado resultados inconsistentes em relagdo a esta
associacdo (Surangsrirat et al., 2010; Tungtrongchitr et al., 2014). Desta forma, o papel
deste parasito na SlI, assim como a associacdo com outras doencas, permanece
inconclusivo, devido, em grande parte, ao conhecimento limitado sobre o potencial

patogénico deste parasito.

1.7. Morfologia

Blastocystis sp. € um organismo altamente polimérfico e os isolados de humanos
e de animais sdo morfologicamente semelhantes (Yoshikawa et al., 2004a, Stensvold et
al., 2008). Até o momento, foram descritas seis formas evolutivas, vacuolar, granular,

ameboide, multivacuolar, avacuolar e a cistica, cujos tamanhos variam entre 2 e 200 um
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(Tan et al., 2002; 2004; 2008; Stensvold et al., 2009c). O papel funcional de cada uma
das formas permanece incerto (Rene et al., 2009) (Figura 2).

Entretanto, € sabido que todas as formas deste parasito sdo revestidas
externamente por uma camada, denominada capsula ou camada fibrilar, porém ainda nédo
se sabe sobre a sua funcdo (Dunn et al., 1989). Alguns estudos sugeriram gue a mesma
tenha papel importante na aderéncia, aprisionando bactérias para nutricdo do parasito,
aderéncia a mucosa intestinal do hospedeiro, assim como protecdo contra condi¢des
adversas no meio ambiente externo (Stenzel & Boreham, 1996).

A forma vacuolar (Fig. 2) € a mais evidenciada nas fezes e apresenta um tamanho
que pode variar de 2 a 200 um. A principal caracteristica deste estagio evolutivo é a
presenca de um grande vacuolo citoplasmatico, que ocupa cerca de 90% do volume
celular, de aparéncia densa e contendo material amorfo, apresentando funcdo
desconhecida (Tan et al., 2002). Nas bordas do citoplasma estdo as organelas: multiplas
mitocdndrias-like, complexo de Golgi, endossomos-like e um a quatro ndcleos (Stenzel
& Boreham 1996; Tan et al., 2002). Esta forma pode ser facilmente confundida com uma
gota de gordura, devido ao seu conteddo amorfo, dificultando o diagndstico deste
parasito. Muitos autores relataram que a forma vacuolar é frequentemente observada em
fezes e culturas, ao passo que a granular é considerada produto degenerativo e é
comumente encontrada em culturas mais antigas (Tan, 2004). Sugere-se que a forma
vacuolar dé origem a granular em certas condi¢des de cultivo. Assim, é comum observar
culturas ricas em formas vacuolares tornando-se predominantemente ricas em formas
granulares a partir da mudanca do meio de cultura, da axenizagcdo do mesmo, do aumento
da concentracdo de soro ou pela adi¢do de antibioticos (Dunn, 1989).

A forma granular (Fig. 2), geralmente é menor do que as formas vacuolares,
apresentando os didmetros de 3 a 80 um (Tan, 2004; Dunn et al., 1989). A presenca de
granulos no interior do vacuolo é uma caracteristica que distingue a forma granular da
vacuolar (Dunn et al., 1989). Gaythri e colaboradores (2014) demonstraram o surgimento
das formas granulares em culturas em decorréncia de resposta ao estresse térmico. Apos
exposicao a alta temperatura (41 °C) por 24 h, o crescimento do parasito foi drasticamente
reduzido e a maioria das formas presentes era a granular. No entanto, o crescimento
dobrou quando os parasitos foram novamente cultivados a 37 °C (Thergarajan et al.,
2018).

Outra forma existente, menor do que a vacuolar e granular, medindo cerca de 2,6

a 7,8 um, é a forma ameboide (Fig. 2) e tem sido observada nas fezes de individuos
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sintomaticos (Stenzel & Boreham, 1996; VVdovenko, 2000; Tan & Surish, 2006). Esta
forma € caracterizada pelo seu formato irregular, possuindo pseudopodes, porém sem
motilidade aparente (Stenzel & Boreham, 1996). Alem disso, foram observadas organelas
mitocdndrias-like irregulares, inclusdes lipidicas e multiplos vactolos bem proximos aos
pseudopodes, bem como a presenca de um ndcleo caracteristico (Tan & Suresh, 2006).
Usualmente, é a forma que predomina nas infeccdes macicas isoladas de portadores
sintomaticos (Vassalos et al., 2010; Rajamanikam & Govind, 2013), sendo considerada a
responsavel pela adesdo do parasito ao epitélio intestinal (Rajamanikam & Govind,
2013).

Ademais, na maioria dos ciclos de vida propostos, as formas avacuolares e
multivacuolares ndo sdo identificadas (Tan, 2004). De fato, ndo sdo todos os
pesquisadores que aceitam a existéncia de ambas as formas, tendo em vista a
possibilidade de serem formas de transicéo e por ser dificil a diferenciacdo das demais
formas. As formas avacuolares e multivacuolares sdo menores (5 a 8 um) quando
comparadas as formas granulares e vacuolares e sdo mais frequentemente encontradas em
culturas, podendo estar relacionadas com estagios intermediarios de desenvolvimento da
forma cistica (Tan, 2008).

Por sua vez, o cisto (Fig. 2) foi a primeira forma a ser descrita por Mehlhorn
(1988), sendo observada em um paciente com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
porém Stenzel & Boreham (1991) forneceram a primeira descri¢do morfolégica completa
da forma cistica. Esta forma é polimdrfica, mas geralmente apresenta formato oval ou
circular, de tamanho pequeno, em torno de 3 a 5 um, o que dificulta a sua identificagéo,
podendo ser confundido com leveduras ou com detritos fecais (Tan, 2004; Stensvold et
al., 2009c). Podem possuir de 1 a 2 nucleos e varias organelas mitocondrias-like (Stenzel
& Boreham, 1991). E considerada a forma de infecgéo e de resisténcia ao meio ambiente,
porém apenas 20,9% dos individuos infectados sdo capazes de excretar cistos, podendo
ser eliminados de forma intermitente, além de, possivelmente, os diferentes subtipos

produzirem cistos em quantidades distintas (Suresh & Smith, 2004).
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Figura 2: As formas evolutivas de Blastocystis sp. (Stenzel & Boreham, 1996)

*Microscopia eletrdnica das seis formas evolutivas de Blastocystis sp. 1: forma vacuolar — seta apotando o
nucleo (Nu), organela mitocondria-like (m), camada superficial (SC), vactolo central (CV); 2: forma granular
— nucleo (Nu), organela mitocondria-like (m), vactolo central (cv), granulos (gr); 3: forma avacuolar - seta
apontando o ntcleo (Nu), trés setas apontando a organela mitocondria-like (m) e reticulo endoplasmético (er);
4: forma cistica — setas mais externas apontando a camada fibrilar, setas mais internas mostrando a parede
cistica (CW), nucleo (Nu), vactolo de glicogénio (gly), reticulo endoplasmatico (er); 5: forma ameboide —
nicleo (Nu), bactérias (b), vactolo de lipidio (ly); 6: forma multivacuolar — ndcleo (Nu); reticulo
endoplasmatico (er); seta apontando a organela mitoondria-like (m); a camada superficial (SC), vactolos (v).

Em relacdo a viabilidade, foram encontrados cistos viaveis em estacfes de
tratamento de esgoto na Escécia e Malasia (Suresh et al., 2005), além de serem capazes
de sobreviver a temperaturas ambientes (25°C) e 4°C em meio aquoso por até um més e
dois meses, respectivamente (Yoshikawa et al., 2004b), porém sdo sensiveis ao
congelamento (-20°C) e calor excessivos (40-50°C).

Até o presente momento, a Unica forma considerada infectante € o cisto (Tan,
2008). A capacidade de infeccdo desta forma foi demonstrada experimentalmente em
cobaias, ratos da linhagem Wistar, infectados por via oral. Neste estudo foi verificado que
10 cistos da cepa RN94-9 isolada de um rato noruegués foram capazes de infectar alguns
ratos Wistar de laboratorio (Yoshikawa et al., 2004d).

Todavia, é importante salientar que a literatura dispde de poucas informac6es

sobre a transicdo de um estagio morfologico para outro ao longo do ciclo evolutivo.
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1.8. Ciclo Biologico

O ciclo bioldgico de Blastocystis sp. ainda ndo foi completamente elucidado.
Acredita-se que o ciclo tenha inicio através da ingestdo de agua e alimentos contaminados
com a forma cistica (Suresh et al., 1993; Villar et al., 1998; Chen et al., 1999). Apds a sua
ingestdo, ocorre o desencistamento no intestino, perdendo a camada fibrilar,
desencadeado pelo pH &cido do estbmago e pela acdo das enzimas intestinais, dando
origem & forma vacuolar. Subsequentes divisGes binérias originam as principais formas:
ameboide, granular ou a forma cistica (Tan, 2008). Outras formas de reproducdo foram
propostas, incluindo a reproducdo sexuada (Zhang et al., 2012), porém ndo existe
evidéncia convincente na literatura sobre esse tipo de reproducdo por Blastocystis sp.
durante o seu ciclo de vida.

Assim, o segundo ciclo proposto e aceito pelo Centro de Controle e Prevengéo de
Doencas (CDC) inicia-se através da ingestdo de cistos de parede espessa, que dao origem
a forma vacuolar, a qual se multiplicam assexuadamente. Através da divisdo binaria, as
formas vacuolares podem se desenvolver em formas multivacuolares ou ameboides, antes
de se tornarem pré-cisto através da esquizogonia, podendo desenvolver-se em cisto de
parede fina e levar a auto-infecgdo do hospedeiro (Parija & Jeremiah, 2013) ou dar origem
ao cisto de parede espessa, que sera eliminado nas fezes contaminando o ambiente (Singh
et al., 1995). No entanto, faltam informacdes precisas sobre a transformacdo da forma
ameboide para a forma vacuolar e da forma vacuolar para a forma cistica (Figura 3).

Desta forma, a discrepancia em relacao aos ciclos biolégicos propostos pode ser
atribuida aos varios tipos, ja citados na literatura, de reproducao do parasito (Zierdt et al.,
1991; Boreham & Stenzel, 1993; Zhang et al., 2012) A divisdo binaria tem como
caracteristica a divisdo da célula mae em duas células-filha idénticas; a reproducao por
brotamento é caracterizada pelo aumento de um dos lados da célula, ocorrendo o
prolongamento da membrana plasmatica e originando outra célula. Na esquizogonia, uma
célula grande com vaérias estruturas semelhantes a nucleos da origem a outras celulas
menores (Tan, 2008). Entretanto, a descri¢do detalhada do ciclo biolégico de Blastocystis

sp. ainda carece de confirmacéo.
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Figura 3: Ciclo bioldgico de Blastocystis sp. (Adaptado de www.cdpx.cdc.gov/html)

*0 cisto de parede espessa é eliminado pelo hospedeiro contaminando o ambiente (1); o
cisto de parede espessa € considerado a forma infectante de Blastocystis sp. (2); no intestino
ocorre a ruptura do cisto, liberando as formas vacuolares, que se multiplicam
assexuadamente (3 e 4); podendo dar origem a forma multivacuolar ou ameboide por
divisdo binaria (5a,b); se desenvolvem em pré-cisto (6a,b) e por meio da esquizogonia
dardo origem ao cisto de parede fina (7a), possivel responsavel pela auto-infeccéo, ou ao
cisto de parede espessa (7b), que serd eliminado pelo hospedeiro no ambiente.
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1.9. Diagnéstico laboratorial

Convencionalmente, o diagnostico laboratorial é realizado através do exame
parasitoldgico de fezes, baseado nos critérios morfoldgicos das principais formas
evolutivas de Blastocystis sp. A analise coproscépica de fezes frescas ou conservadas
pode ser realizada, empregando técnicas de concentracdo ou pelo exame direto. Estas
técnicas podem ser associadas a métodos de coloragdo temporaria utilizando o corante
lugol ou pelos métodos de coloracdo permanente, tais como: tricromo de Masson, giemsa
e hematoxilina férrica (De Carli, 1994; Eymael et al., 2010). Segundo Windsor e
colaboradores (2002), 73% das amostras fecais positivas para Blastocystis sp. ndo foram
detectadas pelo exame direto quando comparado a coloragdo permanente com tricromo
de Masson.

O diagnostico de Blastocystis sp. nas fezes apresenta melhores resultados
quando sdo utilizadas técnicas de coloracdes permanentes, como hematoxilina férrica ou
tricromo (Amato Neto et al., 2004). O método direto a fresco corado com o lugol tem
como desvantagem a presenca de detritos fecais, que dificulta a visualizacdo das
estruturas internas do parasito. E importante ressaltar que a sensibilidade do exame direto
é dependente da carga parasitaria. Além disso, é recomendado o exame de multiplas
amostras de fezes, a fim de aumentar a eficiéncia do diagndstico de Blastocystis sp., tendo
em vista que a eliminagdo de cistos ocorre de forma intermitente (Suresh et al., 2009) e,
sobretudo, saber diferenciar as formas do parasito de outras células e outros parasitos.

Diversos estudos apontam que os métodos de flutuacdo ou sedimentacdo
espontanea ndo sao eficazes na busca por Blastocystis sp. nas fezes, uma vez que o contato
deste organismo com a agua acarreta a lise do mesmo, produzindo, portanto, resultados
falso-negativos (Amato Neto et al., 2004; Nascimento & Moitinho, 2005).

A técnica de sedimentacdo espontanea utilizando agua, apesar da fragilidade das
formas vacuolares, pode ser empregada em amostras conservadas com formol a 10%
(Velasquez et al., 2005). Além disto, tem sido proposto que o método de concentracao
baseado no principio de sedimentacdo por centrifugacao usando a formalina e acetato de
etila aumenta a sensibilidade de detecgéo do parasito (Zaman & Khan, 1994). No entanto,
outros estudos reportaram que o méetodo de concentracdo utilizando acetato de etila
apresenta baixa sensibilidade na deteccdo de Blastocystis sp. (Suresh & Smith, 2005;
Stensvold et al., 2007).
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Em contrapartida, a cultura de fezes é o método que apresenta maior
sensibilidade diagndstica quando comparado ao exame parasitologico de fezes (Santin et
al., 2011; Clark et al., 2013), mas ndo € utilizado rotineiramente em laboratorios clinicos,
somente no ambito da pesquisa cientifica. Leelayoova e colaboradores (2002) mostraram
que a cultura in vitro apresenta sensibilidade significativamente maior quando comparada
a deteccdo de Blastocystis sp. através do exame direto e técnicas de concentragdo. A
vantagem deste método é que mesmo com baixa carga parasitaria, os isolados podem ser
cultivados, ampliados e, posteriormente, utilizados em outros testes (Suresh & Smith,
2004).

Outros métodos também foram avaliados quanto a sensibilidade de deteccéo, e
foi constatado que o método direto de esfregacos fecais apresentou 9,4% de sensibilidade,
enquanto que a técnica de PCR a partir de fezes e da cultura de Blastocystis sp. obteve
19,4% e 66,7%, respectivamente. Outro estudo comparando métodos de detecgdo para o
diagnostico de infeccdes por Blastocystis sp. revelou que 98% e 52% foram positivos
usando cultura in vitro e deteccdo por PCR diretamente das fezes, respectivamente
(Termmathurapoj et al., 2004). Assim, a cultura in vitro é considerada padrdo-ouro na
deteccdo deste parasito. Todavia, este método diagndstico possui a desvantagem de ser
considerada trabalhosa e demorada, tornando-se uma ferramenta inviavel para o cenario
do diagnostico laboratorial. Além disso, é uma técnica seletiva, tendo em vista que alguns
subtipos sdo refratarios a este método, subestimando a prevaléncia destes em estudos
epidemioldgicos (Parkar et al., 2007; Yan et al., 2007).

Ademais, em decorréncia do polimorfismo do parasito, da inexperiéncia na
identificacdo e da falta de padronizacdo de métodos diagndsticos observam-se resultados
discrepantes entre diferentes estudos descritos na literatura (Utzinger et al., 2010;
Dogruman-Al et al., 2010). Estudos direcionados sobre o aspecto morfolégico de
Blastocystis sp. sdo de fundamental importancia na padronizacdo dos métodos de
diagnostico, assim como a capacitacdo profissional dos microscopistas. O conhecimento
da dindmica das variagdes morfologicas do parasito é essencial para o desenvolvimento
de métodos de diagnosticos acurados e para a obtencdo de dados epidemioldgicos
contundentes.

O diagndstico sorologico efetivo para Blastocystis sp. ndo foi estabelecido até o
presente momento. Acreditava-se que a infeccdo por este parasito ndo gerava resposta
humoral (Chen et al., 1987). De fato, existem poucos trabalhos acerca deste tema,

entretanto o teste de ELISA foi capaz de detectar anticorpos anti-lgG Blastocystis em
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pacientes infectados (Santos & Rivera, 2009). Os testes de anticorpos séricos utilizando
antigeno celular foram desenvolvidos para fins de pesquisa e mostraram correlagdo entre
a resposta de anticorpos no soro e a Blastocistose sintomatica (Hussain et al., 1997;
Mahmoud et al., 2003). Além disso, a avaliacdo de soros de pacientes assintomaticos
através da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) mostrou 70% de positividade
para este parasito (Kaneda et al., 2000). Entretanto, este método ndo esta disponivel para
aplicacdo clinica.

Poucos estudos abordam a avaliacdo de métodos de diagndstico e a identificagdo
de Blastocystis sp. nas fezes. A maioria dos trabalhos realizados utilizam diferentes
metodologias, o que dificulta uma analise comparativa dos resultados obtidos. Além
disso, é importante ressaltar que a deteccéo de Blastocystis sp. pode ser dificultada, assim
como as reais taxas de prevaléncia podem ser subestimadas, devido aos diferentes
métodos diagnosticos empregados em estudos epidemioldgicos, principalmente aqueles

que utilizam, exclusivamente, a microscopia Gtica para diagnostico.

1.10. Marcadores moleculares para Blastocystis sp.

Os marcadores moleculares sdo sequéncias de nucleotideos, podendo ser
também de aminoacidos, que revelam polimorfismos entre individuos geneticamente
relacionados (Ferreira et al., 2003). No estudo da epidemiologia molecular, sdo genes ou
sequéncias empregadas com o intuito de rastrear a transmissao de linhagens especificas
de agentes etioldgicos, indicar microorganismos responsaveis por doencas infecciosas,
determinar suas fontes de infeccdo, além de suas relacBes bioldgicas (filogenéticas)
(Levin et al., 1999).

No ambito da epidemiologia molecular no estudo de Blastocystis sp., varios
métodos de diagnostico molecular baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
das fezes ou das amostras de cultivo de espécimes fecais foram descritos (Santin et al.,
2011; Abe et al., 2003; Scicluna et al., 2006; Yoshikawa et al., 2004c; Stensvold et al.,
2006). No entanto, estas técnicas sdo de uso restrito na pesquisa cientifica (Tabela 2),
uma vez que possui alto custo e maior complexidade de interpretagdo dos resultados.

A deteccdo de Blastocystis sp. por PCR em fezes € pouco sensivel

(Termmathurapoj et al., 2004), tendo em vista que alguns &cidos biliares inibem a agédo
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da DNA polimerase. Além disso, outros componentes como 0 grupo heme e seus produtos
metabdlicos também podem interferir no processo de amplificacdo (Walderich et al.,
2007). Em um estudo sobre a eficiéncia desta técnica molecular, os autores descobriram
gue a PCR néo conseguiu detectar 25% das amostras que foram positivas em cultura
(Souppart et al., 2009). Entretanto, é importante ressaltar que as técnicas moleculares
apresentam maior sensibilidade de deteccdo deste organismo quando comparadas a
microscopia (Stensvold et al., 2006, Roberts et al., 2011).

A maioria dos estudos moleculares € baseada na analise de sequéncias parciais da
subunidade menor do RNA ribossdémico (SSU-DNAr) do parasito (Santin et al., 2011;
Stensvold et al., 2012), permitindo, inclusive, a identificacdo molecular de 17 subtipos de
Blastocystis sp. (Stensvold et al., 2006). Esta abordagem é amplamente utilizada por
varios grupos de pesquisa, no entanto sdo utilizadas diferentes regifes do gene SSU-
RNAr como marcadores (Scicluna et al., 2006; Stensvold et al., 2006; Parkar et al., 2010;
Santin et al., 2011), o que pode comprometer a comparacao dos resultados.

O DNA ribossémico tem a funcdo de codificar as diferentes moléculas do RNA
ribossémico, que possui extrema importancia no processo de traducdo de proteinas. A
ampla utilizacdo deste gene em inferéncias filogenéticas pode ser atribuida a principal
caracteristica deste alvo, que apresenta regides mais variaveis e outras mais conservadas,
sendo, portanto, considerado um 6timo marcador para estudos sobre relages evolutivas
entre organismos (Hillis & Dixon, 1991).

Em eucariotos, as sequéncias de DNA que codificam genes ribossdmicos
constituem unidades de transcricdo localizadas em cromossomos nucleares que sao
organizadas para formar uma familia multigénica, com alto nimero de copias repetidas.
De forma geral, cada unidade de repeticdo do DNAr eucarioto consiste de um espacador
externo transcrito (ETS), uma regido que codifica para o0 RNAr 18S, dois espagadores
internos transcritos (ITS1-2), separados por uma regido que codifica 0 RNA 5.8S e uma
regido que codifica para o RNAr 28S (Favell & O’Dell, 1979). Este gene também tem
sido utilizado como alvo molecular do "cédigo de barra™ (barcoding) para a identificacéo
dos subtipos, amplificando uma regido de aproximadamente 30% do SSU-RNAr
(Scicluna et al., 2006). Todavia, os iniciadores desenvolvidos para este fim apresentam
baixa especificidade, pois sdo capazes de amplificar o DNA de outros eucariotos,
principalmente fungos, sendo necessaria a clonagem molecular para a tipagem de
Blastocystis sp. (Stensvold et al., 2013a). Outros alvos moleculares que foram descritos
sdo: o fator alfa de elongagédo (EF-1a) (Ho et al., 2000; Arisue et al., 2003; Noel et al.,
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2005), espacadores transcritos internos 1 e 2 (ITS1-2) do rDNA (Villalobos et al., 2014)
e a organela semelhante a mitocéndria (MLO) (Poirier et al., 2014).

O gene codificador do fator de elongacéo 1 alfa (EF-1a) é responsavel pela ligacdo
do aminoacil-RNAt ao sitio A do ribossomo, atuando na fase de alongamento da sintese
proteica. Este gene é altamente conservado, sendo bastante utilizado para estudos
filogenéticos de organismos ndo muito proximos (Tan et al., 2002). Um estudo
empregando a analise da sequéncia de aminoacidos do EF-1 alfa evidenciou que, de fato,
Blastocystis sp. ndo compartilha o0 mesmo ancestral comum do reino Fungi e que sua
divergéncia ocorreu antes da dos géneros Trypanosoma, Euglena, Dictyostelium e outros
eucariotos (Nakamura et al., 1996). A analise da sequéncia nucleotidica deste gene
demonstrou que os isolados Blastocystis sp. de humanos e de animais sdo proximamente
relacionados (Ho et al., 2000). Além disso, um estudo comparando os alvos SSU-RNAr
e EF-1 alfa mostrou que os 13 isolados analisados apresentaram resultados concordantes
quanto a topologia das arvores filogenéticas. No entanto, a partir da divergéncia genética
observada entre as sequéncias de ambos o0s alvos, 0s autores sugeriram a existéncia de,
possivelmente, mais de 12 espécies distintas dentro do género Blastocystis sp. (Noel et
al., 2005).

Em relacdo aos espacadores internos transcritos, ITS1 e ITS2, estes evoluem
rapidamente, apresentando alto polimorfismo, sendo, por esse motivo, de grande interesse
para os estudos filogenéticos de géneros, espécies e até populacdes. Para diferenciacao
entre espécies, ITS1-2 do rDNA, sdo considerados excelentes marcadores, principalmente
no caso de parasitos eucariotos (Pelandakis et al., 2000). Recentemente, a analise de ITS1-
2 identificou duas variantes de subtipo 1 de Blastocystis (Villalobos et al., 2014) da
sequéncia de cédigo de barra (Scicluna et al., 2010).

Recentemente, o gene de copia Unica, polimorfico, que codifica a SSU-RNAr da
organela semelhante a mitocéndria (MLO-DNAr) mostrou ser um alvo em potencial para
a identificacdo dos subtipos. Todavia, os resultados observados com este marcador para
alguns subtipos foram discordantes quando comparados aos com o0 marcador SSU-RNAr
(Poirier et al., 2014).

Outra abordagem que tem sido utilizada é a amplificagdo de DNA empregando
um par de iniciadores “subtipo especifico” envolvendo, portanto, sete reacfes da PCR
para cada um dos iniciadores-STs de Blastocystis, sem a necessidade de sequenciamento
(Yoshikawa et al., 2004c). Entretanto, esta abordagem identifica somente de ST1 a ST7

e os iniciadores que flanqueiam regides especificas para cada subtipo apresentam baixa
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sensibilidade (Stensvold et al., 2013a). E importante destacar que estes iniciadores foram
desenvolvidos para diagnostico dos STs de Blastocystis sp., baseados em sequéncias
previamente identificadas de ST1-ST7. Em decorréncia da falta de conhecimento sobre a
variabilidade genética dos subtipos, é justificavel que alguns isolados ndo sejam

amplificados por esta abordagem metodoldgica.

Tabela 2: Alvos moleculares utilizados para identificacdo e filogenia de
Blastocystis e suas caracteristicas

Alvos

Caracteristicas Referéncias
moleculares
S&o utilizadas vérias regides; é altamente Yoshlkgwa etal,
conservado a nivel de espéci1e5' é 0 alvo mais 2004, SC|cIu_na etal.
SSU-RNAr ' 2006; Santin et al.

utilizado em estudos moleculares e filogenéticos,

permitindo a identificacéo dos 17 STs existentes. 2011; Parkar etal.,

2010

Considerados excelentes marcadores,
ITS1-2 |principalmente no caso de parasitos eucariotos; Villalobos et al., 2014
permitiu a identificacdo de 2 variantes do subtipo 1.

Altamente conservado, muito utilizado em estudos
EF-1a [filogenéticos, isolados de animais e humanos séo Ho et al., 2000
proximamente relacionados.

Gene de copia unica; polimorfico; codifica a SSU-
RNAr da organela semelhante a mitocondria;
apresentou discordantes quando comparados aos
com SSU-RNAr.

MLO-DNAr Poirier et al., 2014

Embora exista hoje um consenso de que os critérios baseados na filogenia
molecular s&o a melhor forma de classificacdo, essa abordagem deve ser padronizada. E
comum observar estudos que empregam diferentes alvos moleculares, gerando assim,
resultados dubios quando comparados, o que pode comprometer a identificacdo baseada
na taxonomia molecular. Assim, a validade dos dados analisados para determinar a
infeccédo de Blastocystis sp., sobretudo a prevaléncia deste parasito, deve ser questionada,
pois os diferentes resultados obtidos podem ser inerentes aos métodos de diagndstico
utilizados (Stensvold et al., 2009c).
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1.11. Tratamento

No que concerne ao tratamento para a Blastocistose, também existem muitas
duvidas sobre a escolha do farmaco a ser administrado. O tratamento é geralmente
proposto quando o paciente apresenta diarreia persistente e nenhum outro patdégeno além
de Blastocystis sp. € identificado nas fezes (Coyle et al., 2012). Muitos parasitologistas
afirmam que se a carga parasitéria for alta no exame de fezes, mesmo com a auséncia de
sintomas ou de outro patdgeno conhecido deve-se propor o tratamento (Tan et al., 2002;
Dinleyici et al., 2011).

Atualmente, o metronidazol € o medicamento de primeira escolha (Moghaddam
etal., 2005; Kurt et al., 2016). Entretanto, 0 modo de atuacdo deste farmaco ainda nao foi
descrito claramente (Coyle et al., 2012; Stensvold et al., 2010). Embora existam diversos
relatos na literatura sobre a eficacia deste medicamento no tratamento da Blastocistose
(Moghaddam et al., 2005; Baélliant et al., 2014), ainda ha um nudmero crescente de
trabalhos relatando que o metronidazol ndo é efetivo na erradicacdo deste parasito
(Stensvold et al., 2010; Nigro et al., 2003; Cassano et al., 2005).

Um dos estudos realizados com o fA&rmaco metronidazol relatou a cura clinica em
88% dos pacientes no grupo tratado com a eliminacdo do parasito em 80% dos casos
(Nigro et al., 2003). No entanto, em alguns pacientes, os sintomas persistiram, sem a
erradicacdo do parasito, 0 que sugere que esses individuos estavam infectados por
subtipos resistentes ou menos sensiveis as drogas utilizadas.

Algumas hipoteses tém sido atribuidas a sua ineficacia: i) a droga ndo atinge altas
concentracfes no lumen do colon (Stensvold et al., 2010); ii) altos riscos de reinfec¢édo
em regides endémicas (Nigro et al., 2003); iii) isolados de Blastocystis sp. de diferentes
regides apresentam graus distintos de resisténcia (Haresh et al., 1999) e a iv) interacéo do
parasito com a flora intestinal (Wawrzyniak et al., 2013; Scanlan et al., 2014; Nourrisson
et al., 2014). Segundo Stensvold e colaboradores (2010), é mais adequado relatar sua
baixa eficacia do que atribuir o resultado a resisténcia. No entanto, em 2011, foi observada
a presenca de genes no genoma de Blastocystis ST7 que codificam proteinas responsaveis
pela resisténcia a multiplas drogas (Denoeud et al., 2011).

A segunda opcao de tratamento é o antibi6tico Trimetropim-Sulfametazol (TPM-
SMX) (Ok et al., 1999; Stensvold et al., 2008), porém é considerado um medicamento de
eficacia limitada em alguns pacientes (Moghaddam et al., 2005). O TMP-SMX néo teve

eficacia superior ao tratamento com placebo em criangas infectadas por Blastocystis sp.
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com dor abdominal recorrente (Heyland et al., 2012). Por sua vez, o farmaco
Paramomycin possui amplo espectro antimicrobiano, sendo também administrado em
casos de infeccdo por Blastocystis sp. A atuacdo deste farmaco ainda é controversa, sendo
sugerido que o efeito € superior ao metronidazol (Van Hellemond et al., 2013). Sua
eficacia foi observada em pacientes com urticaria crénica (Kick et al., 2002; Valsecchi et
al., 2004). A Nitazoxanida também é uma alternativa, mas este medicamento apresenta
efeito de curta duracédo (Tan et al., 2010).

Outros farmacos também sdo eficazes na erradicagdo de Blastocystis como:
tinidazol, ornidazol, secnidazol, cetoconazol, quinina, iodoquinol e emetina. Este Gltimo
tem seu uso atualmente limitado, devido aos sérios efeitos colaterais (Sekar et al., 2013).
O probidtico Saccharomyces boulardii, fungo ndo patogénico, também tem sido
empregado no tratamento, e atua como regulador da homeostase no intestino, prevenindo,
portanto, a colonizagdo da mucosa intestinal por agentes patogénicos (VVandenplas et al.,
2015). Embora tenha sido mostrada maior eficacia de S. boulardii quando comparada ao
metronidazol (Dinleyici et al., 2011), sdo necessarios mais estudos para avaliar a real
eficécia deste probiotico na erradicacdo do parasito.

Além disso, diversos estudos realizados in vivo e in vitro testaram a eficacia de
alguns compostos fitoterapicos no combate a alguns disturbios gastrointestinais (Rokaya
et al., 2014). A escolha dos extratos naturais foi atribuida a sua atividade antimicrobiana
e composi¢do quimica. O extrato da planta Nigella sativa teve efeito inibitorio sobre
Blastocystis sp. in vitro e preveniu o efeito citopatico em camundongos infectados
oralmente (Eida et al., 2016). Outros extratos também foram testados para este parasito e
os autores concluiram que o gengibre e o alho sdo benéficos no tratamento contra a
Blastocistose. Segundo Abdel-Hafeez e colaboradores (2015), o tratamento de
camundongos infectados com alho e gengibre reduziu significativamente a eliminagéo de
cistos quando comparados ao grupo infectado ndo tratado. Recentemente, outros dois
extratos naturais, Origanum majorana e Foeniculum vulgare, conhecidos popularmente
por manjerona e erva-doce respectivamente, foram testados quanto a eficacia contra
Blastocystis sp. (Méabed et al., 2018). Os autores verificaram que ambos 0s extratos
apresentaram efeito tempo-dependente contra o parasito com eficacia de 96% e 100%
para O. majorana e 56,4% e 70,7% para F. vulgare em 48 e 72 h, respectivamente.
Contudo, é importante ressaltar que embora os resultados tenham sido positivos no
tratamento da infeccdo por Blastocystis sp., sd0 necessarios mais estudos a respeito da

eficacia destes extratos.
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1. JUSTIFICATIVA

Ainda existem muitas dulvidas acerca da biologia de Blastocystis sp. e,
consequentemente diversas questdes, principalmente em relacdo a sua taxonomia,
patogenicidade e potencial zoonédtico permanecem inconclusivas. Para alcancarmos as
respostas sobre importantes questbes a respeito deste parasito S&0 necessarios,
inicialmente, estudos sobre a caracterizacdo molecular dos subtipos de Blastocystis sp. e
sua distribuicdo em diferentes hospedeiros e regides. Desta forma, a realizagdo de
trabalhos no @mbito da epidemiologia molecular podera contribuir para aprimorar o
conhecimento das potenciais fontes e rotas de transmissdo dos STs de Blastocystis sp.,
além de proporcionar o melhor entendimento sobre a diversidade deste parasito.

No Brasil, diversos inquéritos parasitoldgicos pontuais e dirigidos para outros
enteroparasitos demonstraram elevados percentuais de prevaléncia de Blastocystis sp. em
humanos em diversas regides. Todavia, ndo existem estudos consolidados sobre o tema
em diferentes hospedeiros. Alem disso, os trabalhos sobre a caracterizacdo molecular
deste organismo ao redor do mundo utilizam marcadores moleculares distintos, o que
pode comprometer estudos comparativos. Portanto, avaliar o desempenho dos alvos
descritos na literatura para a caracterizacdo molecular de Blastocystis sp. € essencial para
a realizacdo de estudos comparativos futuros sobre a sua epidemiologia. Posto isto, este
trabalho teve como objetivo caracterizar os isolados de Blastocystis sp. de origem animal
e humana através da analise do alvo SSU-RNAr. E, posteriormente, a partir de uma
subamostragem dos isolados previamente identificados pelo SSU-RNAr, 0os mesmos
foram sequenciados utilizando também os alvos ITS1-2 e MLO-DNAr. Assim, foi
possivel avaliar o potencial de cada alvo empregado na identificacdo de Blastocystis sp.,
além de investigar a distribuicdo e ocorréncia dos subtipos em diferentes hospedeiros nas

areas estudadas.
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OBJETIVOS

3.1 Geral:

Caracterizar geneticamente os isolados de Blastocystis sp. buscando correlacionar
a distribuicdo dos gendtipos obtidos com os hospedeiros de origem e avaliar o
desempenho dos alvos SSU-RNAr, ITS1-2, MLO-DNAr para a caracterizacio

molecular deste organismo.

3.2 Especificos:
Cultivar Blastocysis sp. de amostras de fezes em meio poliaxénico;

Padronizar as ReacGes em Cadeia da Polimerase para os alvos: SSU-RNAr, ITS1-
2 e MLO-DNAr e para os iniciadores dos subtipos especificos (STs);

Caracterizar os subtipos de Blastocystis sp. empregando os alvos SSU-RNAr,
ITS1-2, MLO-DNAr através do sequenciamento de DNA e avaliar o potencial de
cada alvo na identificacdo do gendtipo;

Comparar os gendtipos obtidos com os descritos na literatura a fim de avaliar a
relagéo entre os STs e correlacionar com os hospedeiros de isolamento;

Avaliar a variabilidade genética inter e intra-subtipos do alvo SSU-RNAr de
Blastocystis sp.

Comparar os resultados obtidos entre os diferentes alvos utilizados para a
caracterizacdo molecular de Blastocystis sp.
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IV. METODOLOGIA

4.1. Coleta de amostras

4.1.1 Fezes de humanos

No total, foram utilizadas para este estudo 180 amostras fecais humanas
previamente cultivadas, oriundas de um inquérito parasitoldgico da populagéo vinculada
a uma unidade de saude mental no Municipio de Dugue de Caxias, Rio de Janeiro, e 294
espécimes de moradores do Municipio de Sumidouro, RJ, configurando uma comunidade
urbana e uma rural, respectivamente (Figura 4). Ambos os inquéritos desenvolvidos
possuem aprovacdo pelo Comité de Etica Humana da FIOCRUZ (CEP/FIOCRUZ n°
632/11 e (CEP/UFF n° 926.229). A escolha dos locais de estudo deveu-se ao fato de ja
serem locais estudados pela co-orientadora do presente trabalho em colaboragdo com
pesquisadores que desenvolvem outros projetos de pesquisa nas respectivas areas. Nos
estudos previos realizados nestas duas comunidades, o cultivo de fezes foi realizado e
aliquotas das culturas positivas para Blastocystis sp. foram congeladas a -20°C para a
posterior identificagdo dos subtipos.

As amostras provenientes de Dugue de Caxias sdo de pacientes e seus familiares
do Centro de Atencdo Psicossocial (CAPS) do municipio em questdo. Os CAPS sao
unidades especializadas em salde mental para o tratamento e reinsercdo social de
individuos com transtorno mental grave e persistente. S&0 compostos por assistentes
sociais, psicologos, psiquiatras, entre outros especialistas que oferecem atendimento
interdisciplinar a pacientes internados nas diversas unidades no estado do Rio de Janeiro,
financiados pelo Ministério da Saide. O encaminhamento para as unidades da CAPS
possui carater aberto e comunitério, tendo em vista que sdo feitos através de demanda
espontanea (http://www.rio.rj.gov.br/web/sms/caps).

Em relacdo ao municipio de Sumidouro, as amostras foram coletadas na area rural
do municipio, pertencente ao estado do Rio de Janeiro. A cidade de Sumidouro esta
localizada nas montanhas da regido central do Rio de Janeiro, na fronteira continental da
Serra do Mar, com altitudes que variam de 264 metros a 1300 metros. A regido tem clima
mesotérmico Uumido (Nimer, 1989), com precipitacdo normal entre 153,5 mm e 269,4
mm. De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010),
Sumidouro tem 14.900 habitantes, sendo que a maioria (87,7%) vive na area rural,

demonstrando uma estreita relacdo com a produc¢éo agricola. A agricultura de Sumidouro
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pode ser considerada como meio de subsisténcia, sendo importante atividade econémica,
uma vez que distribui para outras cidades, como Rio de Janeiro, Sapucaia, Nova Friburgo

e Teresopolis.

4.1.2. Fezes de animais

Em relagdo as amostras de animais, foram analisadas 374 amostras fecais de
diferentes grupos de animais vertebrados e invertebrados, dos quais 89 eram de primatas
ndo humanos (Cebus apella xanthosternos, Macaca nemestrina, Ateles sp, Chlorocebus
sp, Leontopithecus chrysomelas, Lagothrix lagotricha, Saguinus imperator, Papio sp,
Pan troglodytes, Alouatta sp, Macaca fuscata, Aotussp, Macaca mulatta, Saimiri
sciureus, Macaca fascicularis), 39 de porcos domésticos (Sus scrofa), 26 de marsupiais
(Metachinus nudicaudatus e Didelphis aurita), 11 de roedores (Akodon cursor, Akodon
montensis, Oligoryzomys nigripes, Trinomys eliasi, Nectomys squamipes, Rattus rattus),
57 de aves (Gallus gallus, Anas domesticus e Cairina moschata), duas de guaxinins
(Procyon lotor), 40 amostras de felinos (Felis catus), 13 de répteis (Geochelone
carbonaria) e uma amostra de tatu (Dasypus septemcinctus). Além disso, 96 amostras de
baratas (Blattella germanica e Periplaneta americana) também foram examinadas.

Os espécimes fecais foram coletados de diferentes locais no Estado do Rio de
Janeiro, tais como o Zoologico do Rio de Janeiro (RioZoo); o Instituto Cientifico e
Tecnoldgico de Biomodelos da Fiocruz (ICTB), o Campus Fiocruz Mata Atlantica
(CFMA) (22°56°18”’S 43°24°11”W), os Parques Estaduais da Serra da Tiririca (PEST) e
da Pedra Branca (PEPB) (22°55°57”S 43°26°34”W); os Municipios de Rio Claro-RJ (RC)
(Lidice - 22°52°30.6”S 44°12°34.9”W ¢ Morro do Estado - 22°43°12.5”S 44°8°21.6”W),
Sumidouro-RJ (SUMID) (22°02°46”S 42°41°21”W), Niter6i-RJ (NIT) (22°52'39.81"S
43° 3'4.16"0) e Sdo Gongalo-RJ (SG) (22°47'26.41"S 42°59'19.23"0) e o distrito de S&o
Pedro da Serra-RJ (SPS) (22°1921.43"S 42°20'23.02"0) (Figura 4).

O RioZoo é o zool6gico mais tradicional e antigo do Brasil, localizado no bairro
de SAo Cristovdo na cidade do Rio de Janeiro, RJ. Possui area de 55 mil m? e um plantel
de cerca de 1.300 animais, entre aves, primatas, répteis, peixes e felinos. Entre periodos
de prosperidade e dificuldades financeiras, o0 RioZoo, até 2016, estava ligado a prefeitura

municipal do Rio de Janeiro. Em outubro deste ano, passou a gestdo do Grupo Cataratas,
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empresa privada especializada em gestdo de atrativos naturais, de conservacdo, educacao
e pesquisa (http://www.riozoo.com.br/).

O ICTB, Instituto Cientifico e Tecnoldgico de Biomodelos da Fiocruz, é uma
unidade técnico-cientifica, responsavel pela producdo e fornecimento de biomodelos,
dentre eles, animais de laboratério, sangue e hemoderivados para estudos cientificos
experimentais dos laboratdrios de pesquisa da Fundagdo Oswaldo Cruz. A equipe técnica
¢ composta por funcionarios veterinarios, técnicos e bioldgicos capacitados e
especializados nas diversas areas do bioterismo (https://www.ictb.fiocruz.br/).

O Campus Fiocruz Mata Atlantica (CFMA), localizado na area da Col6nia Juliano
Moreira, em Jacarepagua, na zona Oeste da cidade do Rio de Janeiro, foi implantado em
2003 e tem como principal objetivo a pesquisa de farmacos, a conservacdo da
biodiversidade e controle de zoonoses (https://portal.fiocruz.br/pt-br/content/campus-
fiocruz-mata-atlantica).

O Parque Estadual da Serra da Tiririca (PEST) esta inserido entre 0s municipios
de Niterdi e Marica no estado do Rio de Janeiro. E uma unidade de conservacéo criada
pela Lein°® 1.901, de 29/11/1991 com o objetivo de proteger a Mata Atlantica,
preservando a cobertura vegetal, as nascentes dos rios e riachos, além da fauna. O PEST
€ 0 Unico dentre as unidades de conservacdo da regido metropolitana do Rio de Janeiro,
que nasceu da vontade popular, por meio de movimentos comunitarios organizados.
Abrange uma area aproximada de 2.400 hectares, incluindo uma parte marinha de 1.700
metros mar adentro. A Serra da Tiririca apresenta cobertura vegetal correspondente ao
dominio da Mata Atlantica, do tipo floresta ombrdfila densa, sendo classificada como
Mata Atlantica Baixo-Montana ou Submontana. Em 10/10/1992 a Serra da Tiririca foi
homologada pela UNESCO como parte integrante da Reserva da Biosfera da Mata
Atlantica, um reconhecimento internacional da importancia dos ecossistemas que abriga.
Apesar da importancia do remanescente de Mata Atlantica e de ser reconhecido
internacionalmente como Reserva da Biosfera da Mata Atlantica, o Parque Estadual da
Serra da Tiririca encontra-se muito ameacado pela especulacdo imobiliaria por localizar-
se em areas valorizadas (Barros, 2008).

O Parque Estadual da Pedra Branca (PEPB), criado em 1974, esta situado na zona
Oeste do municipio do Rio de Janeiro e esta cercado por 17 bairros. E considerada uma
das maiores reservas florestais em area urbana do mundo, com seus 12.393 hectares e
cerca de 80 Km de perimetro, totalmente inseridos no municipio. As matas e 0s

mananciais hidricos encontrados dentro dos limites dessa area protegida ajudam a
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amenizar o clima da regido, conhecida pelo forte calor, principalmente na vertente norte,
melhorando a qualidade de vida dos moradores do entorno. Em seu interior é possivel
encontrar diversas espécies nativas de flora e fauna, algumas ameacadas de extingdo
(INEA, 2013).

O municipio de Rio Claro esta localizado na regido do Médio Paraiba no estado
do Rio de Janeiro, ocupando uma area de 834,691 km?. Sua populagio aferida em 2010
contava com 17.425 habitantes apresentando densidade demografica de 20,68 hab/km?.
O inicio do municipio de Rio Claro se deve ao incentivo a agricultura, devido a queda na
atividade de mineracdo e ampliagdo da populagdo da corte. A producdo de café se
estruturou utilizando grandes extensdes de terra e trabalho escravo, marcando o inicio da
producdo em larga escala do café da regido de Rio Claro (IBGE, 2010).

Niterdi € um municipio da regido metropolitana do Rio de Janeiro com populacdo
estimada em 499.479 habitantes, segundo dados do IBGE de 2016. Compreende uma area
de 129,3 km? e possui 0 mais elevado indice de desenvolvimento humano municipal do
Rio de Janeiro (Atlas do Desenvolvimento Humano no Brasil, 2010). E considerado um
dos principais centros financeiros e comerciais do estado do Rio de Janeiro (IBGE, 2010).

O municipio de Sdo Gongalo também faz parte da regido metropolitana do Rio de
Janeiro, sendo considerado o segundo municipio mais populoso do estado. Sua populacédo
é de 1.044.058 habitantes com densidade demografica de 4.190 habitantes/lkm? (IBGE,
2016). Possui um vasto setor comercial com importantes fabricas, producéo de diferentes
produtos agricolas e muitas empresas de comércio e prestacdo de servico
(http://www.saogoncalo.rj.gov.br/).

Sdo Pedro da Serra é o sétimo distrito pertencente ao municipio de Nova Friburgo,
tendo, atualmente, cerca de trés mil habitantes. No entanto, estima-se que possua
populacdo flutuante adicional em determinadas épocas, devido ao turismo, de cerca de
mil pessoas. A regido é montanhosa e estd situada em area de Mata Atlantica,
apresentando temperaturas que variam entre 6 e 32°C. O distrito descobriu que possui
vocacao turistica, o que vem permitindo o desenvolvimento de uma estrutura de servigos
especificos, valorizando a gastronomia, o artesanato local e os meios de hospedagem
disponibilizados (http://novafriburgo.rj.gov.br/nova-friburgo/dados-gerais).

As coletas dos materiais fecais dos roedores, marsupiais e do tatu foram realizadas
em colaboracdo com o Laboratdrio de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres
Reservatdrios do Instituto Oswaldo Cruz em diferentes pontos do estado do Rio de Janeiro
(Municipio de Rio Claro e Sumidouro, PEPB, CFMA, PEST), os répteis, primatas ndo
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humanos, patos e guaxinins em parceria com o Zooldgico do Rio de Janeiro, além de
outras amostras de primatas provenientes do ICTB-Fiocruz. Todos os animais utilizados
neste estudo estavam de acordo com as diretrizes definidas pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Fundacgdo Oswaldo Cruz Rio de Janeiro, Brasil (LW5/16; LW
- 066/08; LW - 049/08, LW 81/12, LW -39/14). Os animais silvestres foram capturados
sob a autorizagdo do Instituto Chico Mendes de Biodiversidade e Conservacdo do
Governo do Brasil (ICMBIO, nimero de licenca 13373 e 46934-1) e do Instituto de Meio
Ambiente do Estado do Rio de Janeiro (INEA, nimero da licenca 020/2011).

4400 -43.00

BRASIL

-22.00

-23.00

-44.00 -43.00

Figura 4: Mapa do estado do Rio de Janeiro com os pontos de coleta do presente
estudo

1 - Municipio de Rio Claro-RJ. Localidade Morro do Estado

2 - Municipio de Rio Claro-RJ. Localidade Lidice

3 - Municipio do Rio de Janeiro-RJ. Localidade Parque Estadual Pedra Branca (PEPB)

4 - Municipio do Rio de Janeiro-RJ. Localidade Campus Fiocruz Mata Atlantica (CFMA)
5 - Municipio de Duque de Caxias-RJ. Localidade CAPS Duque de Caxias

6 - Municipio do Rio de Janeiro-RJ. Localidade Instituto Cientifico e Tecnoldgico de Biomodelos da
Fiocruz (ICTB)

7 - Municipio do Rio de Janeiro-RJ. Localidade Zoolégico do Rio de Janeiro (RioZoo)

8 - Municipio de S&o Gongalo-RJ.

9 - Municipio de Niteréi-RJ.

10 - Municipio de Niterdi-RJ. Localidade Parque Estadual da Serra da Tiririca (PEST)

11 - Municipio de Sumidouro-RJ.

12 - Municipio de Nova Friburgo-RJ. Localidade distrito de Sdo Pedro da Serra-RJ (SPS)
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A captura e coleta dos outros animais foram feitas juntamente com a co-
orientadora do presente estudo, a Dra. Helena Lucia Carneiro Santos, em diferentes
cidades e municipios do RJ. As amostras de suinos foram coletadas em chiqueiros
individuais durante monitoramento dos animais. Logo apos a defecagdo, o material fecal
era cuidadosamente recolhido e acondicionado em frascos plasticos para serem
transportados para o laboratorio. Quanto a amostragem de baratas do estudo, as mesmas
foram coletadas, manualmente, através de buscas ativas em redes de esgoto e,
posteriormente, dissecadas para a obtengdo do contetdo intestinal, um dia apds a coleta.
As aves foram confinadas por alguns minutos até defecarem em grades de ferro forradas
com plastico transparente, possibilitando a coleta das fezes. A cada ave colocada na gaiola
era feita a limpeza do plastico com alcool 70%, a fim de ndo contaminar a nova amostra

com o material fecal anterior (Figura 5).

Figura 5: Coleta de material fecal das aves

*Jaula de grade coberta por um plastico no fundo para coleta das fezes e posterior higienizacdo
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4.1 Procedimentos laboratoriais

4.1.1 Preparo das amostras fecais e analise através da microscopia

Otica

Quando necessario, no caso de fezes solidificadas ou com grande concentracdo de
detritos fecais (fibras alimentares, sementes, etc), a amostra foi homogeneizada e diluida
em tampao fosfato-salino (150 mM NaCl, 20 mM tampao fosfato, pH 7.2) e filtradas em
recipiente descartavel contendo uma gaze sobre o mesmo. O material fecal processado e
filtrado foi acondicionado em tubos plasticos em temperatura ambiente. Posteriormente,
era retirada uma aliquota deste sedimento e colocada entre lamina e laminula para a
observacdo em microscépio 6tico com aumento de 400X. No entanto, para a confirmacéo

da positividade, todas as amostras foram inoculadas para cultivo in vitro.

4.1.2 Cultivo in vitro das amostras fecais

Todas as amostras de fezes foram inoculadas em meio Pavlova (1,29 g/L de
fosfato de sddio dibasico, 0,42 g/L de fosfato de potassio monobasico, 7,27 g/L de cloreto
de sddio e 1,46 g/L de extrato de levedura) suplementado com 10% de soro bovino
inativado, 0,2 ml de penicilina-estreptomicina (500 pg/mL), além de 20 uL de amido de
arroz e incubadas a 37 °C. A positividade das amostras de cultura de Blastocystis sp. foi
verificada atraves da microscopia de luz padrdo nos primeiros 15 dias de incubacdo em
intervalos de 2 a 3 dias. Quando observadas as formas evolutivas do parasito, aliquotas
da cultura de Blastocystis sp. foram congeladas a -20°C para a caracterizagdo molecular.
Algumas amostras positivas foram criopreservadas para serem depositadas na Colecao de
Protozoérios da Fiocruz (COLPROT, www.colprot.fiocruz.br) para realizacdo de estudos

futuros.
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4.1.3 Caracterizacdo molecular dos isolados

A partir das amostras positivas para Blastocystis sp. no cultivo, foi realizada a
extracdo de DNA utilizando o kit QIAmp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN Inc., Valencia,
Calif), seguindo as instrucbes do fabricante. Todas as amostras positivas foram
submetidas a amplificacdo de um fragmento do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp.,
seguindo o protocolo descrito por Santin e colaboradores (2011). Para os demais alvos, 0
gene da menor subunidade do RNA ribossomico da organela mitocondria-like (MLO-
DNAr) e o0 ITS1-2, foram selecionadas, randomicamente, aproximadamente 10 amostras
de cada subtipo previamente caracterizadas pelo alvo SSU-RNAr para a identificacdo
com estes alvos, seguindo condigbes descritas por Poirier e colaboradores (2014) e
Villalobos e colaboradores (2014), respectivamente. No entanto, embora previamente
descritas, foram feitas novas padronizagdes da concentragdo de MgCl. e gradientes de

temperatura, com o intuito de adaptar as condi¢6es do laboratério (Tabela 3).

Amplificacdo de sequéncia parcial do gene SSU-RNAr: a reacdo de PCR foi

realizada seguindo o protocolo previamente descrito por Santin e colaboradores (2011),
utilizando um volume final de 50 pL e cada rea¢do continha 10 mM de TrisHCI (pH 9,0),
50 mM de KCI, 1,5 mM de MgClz, 200 uM de dATP, dGTP, dCTP ¢ dTTP, 10 pmol de
iniciador, 1,5 U de TagDNA polimerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA), 0,05% de albumina de soro bovino (BSA) e 5 uL de amostra de DNA alvo. As
etapas do ciclo foram compostas por um passo inicial de desnaturacéo inicial a 95 °C
durante 5 min, seguido por 35 ciclos a 95 °C por 30 s, 54°C por 30 s e 72 °C durante 2
min, além da etapa de extensao final a 72 °C por 7 min.

Amplificacdo de sequéncia parcial do gene MLO-DNAr: para cada reacao

seguindo o protocolo descrito por Poirier e colaboradores (2014), com volume final de
50 pL continha 10 mM de TrisHCI (pH 9,0), 50 mM de KCI, 2 mM de MgCl., 200 uM
de dATP, dGTP, dCTP e dTTP, 10 pmol iniciador, 1,5 U de TagDNA polimerase
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 0,05% de BSA e 5 puL de amostra
de DNA. O processo de ciclagem consistiu de uma etapa inicial de desnaturacao a 95°C
por 5 min, seguida por 35 ciclos a 95 °C durante 30 s, 56°C por 45 s, 72 °C por 45 s e
uma etapa de extenséo final por 7 mina 72°C.
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Amplificacdo de sequéncia parcial do ITS1-2: cada reacdo de PCR, previamente
descrita por Villalobos e colaboradores (2014), continha 10 mM de TrisHCI (pH 9,0), 50
mM de KCI, 1,5 mM de MgCl, 200 uM de dATP, dGTP, dCTP e dTTP, 10 pmol de
iniciador, 1,5 U de TagDNA polimerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA), 0,05% de BSA e 5 uL. de amostra de DNA. Em relacdo as etapas de ciclagem, a

primeira desnaturacdo a 94 °C por 5 min foi seguida por 35 ciclos de desnaturacéo a 94
°C por 30 s, anelamento a 60 °C por 45 s e extensdo a 72 °C por 30 s, finalizando com

uma etapa final de extensdo a 72 °C por 10 min.

Tabela 3: Os diferentes alvos moleculares utilizados no estudo, as respectivas
sequéncias de ambos os iniciadores (oligonucleotideo direto e reverso), a
temperatura de melting e o tamanho do fragmento amplificado

Tamanho do
Alvos Iniciadores Tm fragmento Referéncia
amplificado
S 53°C
SSU- D: GGAGGTAGTGACATAAATC Sl 500pb  Santin etal., 2011
RNAr  R: TGCTTTCGCACTTGTTCATC ;
MLO- D: GACATTGATAGACGAAAG 49,3°C , Poirieretal,
. 56,3° C ~440 a 536p 2014
DNAr R: GTAGCACATGTGTAGCCC ,
- 56,4° C :
ITs1.p D: GAAGGTGAAGTCGTAACAAG i s30a620 Vilallobosetal,
R: CAGCAGGTCTTCTTRCTTGA  26:4°Cass, 2014

*D: oligonucleotideo direto; R: oligonucleotideo reverso; Tm: Temperatura de melting

Além disso, outro protocolo de PCR foi empregado utilizando iniciadores
especificos para cada subtipo, como proposto por Yoshikawa e colaboradores (2004)
(Tabela 4). Cada reacéo continha 10 mM de TrisHCI (pH 9,0), 50 mM de KCI, 2 (ST1) e
3 (ST3) mM de MgCly, 200 uM de dATP, dGTP, dCTP e dTTP, 10 pmol de iniciador,
1,5 U de TagDNA polimerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA),
0,05% de BSA. O processo de ciclagem consistiu de uma etapa inicial de desnaturacéo a
95°C por 5 min, seguida por 35 ciclos a 95°C durante 40 s, 58° C por 30 s, 72°C por 30 s
e uma etapa de extensdo final por 7 min a 72°C. A concentracdo de MgCl. estabelecida
para ST1 e ST3 foi 2 mM e 3 mM, respectivamente, e a temperatura de anelamento para
ambos foi 58° C. Todavia, € importante mencionar que ndo conseguimos realizar a

padronizacao dos iniciadores ST2, ST4 e ST5. Em relacdo a ST6 e ST7, ndo foi feita a
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tentativa de padronizacdo, tendo em vista a auséncia de isolados identificados com esses

dois subtipos.

Tabela 4: Conjunto de iniciadores utilizados no estudo, as respectivas sequéncias
dos iniciadores (oligonucleotideo direto e reverso), a temperatura de melting, o
tamanho do fragmento amplificado e a correspondéncia dos STs

Subtipos Subtipos Tf?_r;ar?lzgtgo ™ Sequéncia dos Iniciadores
(2004) (2007) gm (D: direto e R: reverso)
amplificado
1 1 351 58,4°C  D: GAAGGACTCTCTGACGATGA
53,8°C  R: GTCCAAATGAAAGGCAGC
) 5 650 55° C D: ATCAGCCTACAATCTCCTC
49,9°C  R: ATCGCCACTTCTCCAAT
3 3 526 54,3°C  D: TAGGATTTGGTGTTTGGAGA
584°C  R: TTAGAAGTGAAGGAGATGGAAG
4 ; 238 59,2°C  D: GCATCCAGACTACTATCAACATT
554°C  R: CCATTTTCAGACAACCACTTA
: 6 204 60,1°C D: TGTTCTTGTGTCTTCTCAGCTC
56,4°C  R: TTCTTTCACACTCCCGTCAT
6 4 317 59,5°C  D: GTGGGTAGAGGAAGGAAAACA
59,2°C  R: GAACAAGTCGATGAAGTGAGAT
; 5 487 60,1°C  D: GTCTTTCCCTGTCTATTCTGCA
56,4°C  R: AATTCGGTCTGCTTCTTCTG

*D: oligonucleotideo direto; R: oligonucleotideo reverso; Subtipos (2004): nomenclatura dos subtipos
de Blastocystis sp. utilizada por Yoshikawa et al. (2004); Subtipos (2007): nomenclatura dos subtipos
de Blastocystis sp. a partir de consenso por Stensvold et al., (2007)

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em géis de agarose a 1,5%
em tampdo TBE (1M Tris-borato, 0,01 M EDTA, pH 8,4), corados com Gelred (Biotium
Inc., Hayward, CA, EUA) e fotografados sob transiluminacdo UV. Os produtos
amplificados foram purificados, utilizando o kit Wizard® SV (Promega, Madison, WI,
EUA) e sequenciados em ambas as direcBes usando o kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA) no sequenciador automatico ABI3100
(Applied Biosystems, Foster City, CA). As sequéncias bidirecionais foram montadas e
editadas utilizando o programa SegMan (pacote de software DNASTAR, DNASTAR
Inc., Madison, WI, EUA). As sequéncias obtidas foram comparadas com as previamente
depositadas no banco de dados Genbank, utilizando a ferramenta BLASTN do servidor
NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Além disso, foram construidos
alinhamentos multiplos de sequéncias através do algoritmo ClustalW do software MEGA

versdo 6.0 (Tamura et al., 2013).
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A partir do alinhamento das sequéncias consenso do SSU-RNAr, foram realizadas
analises filogenéticas por Maxima Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (I1B),
utilizando os programas PHYML (Guindon & Gascuel, 2003) e MrBayes (Huelsenbeck
et al., 2005), respectivamente, com o intuito de explorar as relagdes entre os taxons. O
grupo externo utilizado foi Proteromonas lacertae (comensal de répteis e anfibios)
considerando a sua posicdo intimamente relacionada a Blastocystis sp. em estudos
anteriores (Silberman et al., 1996).

Para a analise de MV, os valores de bootstrap foram calculados pela analise de
1.000 repeti¢cOes, com o intuito de avaliar a veracidade dos ramos e a topologia da arvore.
Para a analise de IB, foram realizadas duas corridas, sendo cada uma com quatro cadeias
de Markov. As quatro cadeias foram executadas por 107 geragBes e amostradas a cada
1002 geragdo. A convergéncia das duas cadeias foi avaliada verificando a média do desvio
padrdo das frequéncias menores que 0,01. Posteriormente, foram descartadas 25% das
arvores filogenéticas amostradas inicialmente e a topologia da arvore consenso foi
estimada a partir dos valores de probabilidade posterior.

Além disso, com o intuito de avaliar a variabilidade genética existente dentro e
entre os diferentes subtipos de Blastocystis sp. foram realizadas analises pelo método de
distancia genética par-a-par entre sequéncias obtidas no estudo e sequéncias do Genbank.
Os resultados foram plotados em graficos. Para cada subtipo (ST1-ST9), uma sequéncia
do Genbank foi usada como referéncia (Tabela 5), com a finalidade de comparar a

distancia genética entre ela e as demais sequéncias.

Tabela 5: Sequéncias obtidas no Genbank utilizadas como referéncia
para construcdo dos graficos de distancia genética par-a-par

Subtipo Sequéncia Referéncia
(codigo do Genbank)
HQ641598.1

KU147358.1
HQ641653.1
HQ641621.1
KF410609.1
HQ641658.1
KF447172.1
KF002528.1
AF408426.2

O O N OB W N
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E, a fim de compreender a variabilidade genética entre as diferentes copias do
SSU-RNAr de um isolado do ST7 (Poirier et al., 2014), as 17 copias (KF447157.1 -
KF447173.1) completas do gene em questdo foram também analisadas por este método,
além de compararmos também as diferentes regides descritas por Scicluna e
colaboradores (2006), Parkar e colaboradores (2010) e Santin e colaboradores (2011). As
analises foram executadas no programa RStudio3.4.4 utilizando o pacote Ape e um script
previamente desenvolvido pela Dra. Silvia Justi do Walter Reed Biosystematics Unit
Smithsonian Institute MSC.

Os modelos de substituicdo de nucleotideo foram selecionados baseados no
Akaike Information Criterion (AIC) para MV e Bayesian Information Criterion (BIC)
para Bl, ambos no programa jModeltest (Posada et al., 2004). As trés reconstrucdes
filogenéticas (Caxias, Sumidouro e Animais) e as anélises de distancia genética no estudo
foram conduzidas utilizando o modelo HKY (Hasegawa-Kishino-Yanov et al., 1985).

Para essas andlises foram incluidas algumas sequéncias publicadas no Genbank
(Anexo 9.1).
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V. RESULTADOS

5.1. Cultivo de fezes

Do total de 848 amostras fecais examinadas, sendo 474 de humanos e 374 de
animais, 309 (36,4%) apresentaram alguma forma evolutiva de Blastocystis sp. na cultura.
Das amostras positivas, 62,8% (194/309) eram de hospedeiros humanos. Comparando
ambas as populacdes estudadas, a prevaléncia foi maior no municipio de Sumidouro, com
44,2% contra 35,5% na populacéo estudada de Caxias (Tabela 6). Somando ambas as
populacbes, 40,9% (194/474) dos individuos examinados estavam positivos para

Blastocystis sp.

Tabela 6: Resultado da pesquisa de Blastocystis sp. por cultivo de amostras fecais
de humanos

Populacdes Amostras  Amostras
estudadas examinadas  positivas

Caxias 180 64 (35,5%)
Sumidouro 294 130 (44,2%)
Total 474 194 (40,9%)

Quanto aos hospedeiros animais, 30,7% (115/374) dos animais estavam positivos
para este parasito. No geral, a prevaléncia observada foi de 100% em tatu (1/1), 81% em
marsupiais (21/26), 77% em suinos (30/39), 69% em répteis (9/13), 64% em roedores
(7/11), 37% em primatas ndo humanos (33/89), 21% em aves (12/57) e 2% em baratas
(2/96). O unico grupo, do qual todas as amostras foram negativas foi o dos felinos (Tabela
7).
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Tabela 7: Resultado da pesquisa de Blastocystis sp. por cultivo de amostras fecais
de animais

Amostras Amostras

Animais examinadas positivas
Aves 57 12 (21%)
Baratas 96 2 (2%)
Felinos 40 0
Guaxinim 2 0
Jabutis 13 9 (69%)
Marsupiais 26 21 (81%)
rimatas fnao 89 33 (37%)
Roedores 11 7 (64%)
Suinos 39 30 (77%)
Tatu 1 1 (100%)
Total 374 115(30,7%)

5.2. Identificacdo dos subtipos de Blastocystis sp. através da

PCR/sequenciamento empregando o alvo SSU-RNAr
Todos os isolados de Blastocystis sp. foram analisados com o alvo em questéo e

os resultados obtidos estdo sumarizados na tabela 8:

Tabela 8: Resultado da PCR/sequenciamento com o alvo SSU-RNAr das
populacées humanas e de animal estudadas

~ Amostras N N .
Populagdes ~ Sequéncias de Sequéncias Picos duplos no
nao )
estudadas . boa qualidade  descartadas eletroferograma
amplificadas
Caxias 0 55 (86%) 0 9 (14%)
Sumidouro 34 (26,1%) 85 (64,9%) 7 (5,4%) 4 (3,1%)
Animais 34 (29,6%) 52 (45,2%) 20 (17,4%) 9 (7,8%)
Total 68 (22%) 192 (61,9%) 27 (8,7%) 22 (7,1%)

*Sequéncias de boa qualidade: picos definidos no eletroferograma; Sequéncias descartadas:
sequéncias curtas ou com multiplos picos irregulares com a mesma altura ou alturas
diferentes, sobrepostos uns aos outros
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A partir da anéalise deste alvo, foi possivel a identificacdo quanto ao subtipo de
Blastocystis sp. em 200 amostras positivas, destas 84 eram provenientes do municipio de
Sumidouro, 55 de Duque de Caxias, 52 de hospedeiros animais e nove amostras com
infeccdo mista provenientes da populagéo de Caxias, nas quais foi possivel a identificacdo
de ambos 0s ST1 e ST3. No geral, o subtipo mais prevalente do estudo foi 0 ST3, seguido
pelo ST1, ST2, ST8, ST5 e ST4, além de um isolado (ID 210), que ndo foi possivel
detectar o subtipo de acordo com 0s STs ja conhecidos.

5.2.1. ldentificacdo dos subtipos de Blastocystis sp. atraves da

PCR/sequenciamento dos isolados de hospedeiros humanos

5.2.1.1. Populacdo humana do CAPS de Duqgue de Caxias (artigo publicado

no anexo 9.3)

Das 180 amostras examinadas pelo método de cultivo de fezes, 64 (35,5%) foram
positivas para Blastocystis sp. na populacdo estudada. Do total de amostras positivas
foram geradas 55 sequéncias de DNA de 400 pb, o que permitiu a identificacdo de
infeccdo simples nessas amostras, ou seja, por apenas um unico subtipo. Os percentuais
de identidade no BLAST destas sequéncias obtidas variaram de 97% a 100% quando
comparadas as sequéncias de Blastocystis sp. previamente publicadas no Genbank. Desta
forma, foi possivel a identificacdo de quatro subtipos, no qual o ST3 foi 0 mais prevalente,
sequido pelo ST1, ST2 e ST4 (Tabela 9). Nove amostras (9/64) apresentaram picos duplos
no eletroferograma, indicando a presenca de infeccdo mista, por mais de um subtipo.
Nestas amostras foram detectados os ST1 e ST3 através da PCR utilizando os iniciadores
subtipos especificos.

Ambas as abordagens filogenéticas (MV e IB) utilizando as 55 sequéncias de
DNA e 21 sequéncias do Genbank agruparam-se formando quatro grupos monofiléticos
com altos valores de suportes estatisticos (boostrap e probabilidade posterior) (Figura 6).
Mais precisamente, 23 sequéncias formaram um grupo correspondente ao ST1, quatro
sequéncias ao ST2, 27 sequéncias ao ST3 e uma sequéncia formou um clado que
corresponde ao ST4. Os ST1 e ST2 compartilham 0 mesmo ancestral comum, assim como
0 ST4 e ST8 também apresentam um ancestral comum. Os subtipos ST6, ST7 e ST9 estdo

relacionados entre si.
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Além disso, através da formacédo de pequenos clados com alto suporte estatistico
no interior dos clados dos subtipos 1 e 3, foi possivel observar a existéncia de

variabilidade genética intra-subtipos.
As sequéncias obtidas neste estudo foram depositadas no Genbank sob 0s numeros

de acesso KU892222-KU892276.
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Figura 6: Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (BI)
baseada nas sequéncias parciais do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. de isolados da populacéo

humana de Caxias, RJ (A ). Os nimeros ao longo dos ramos correspondem aos valores de
bootstrap/valores de probabilidade posterior (valores acima de 50% sdo mostrados).
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5.2.1.2. Populacdo humana da regido rural de Sumidouro (artigo publicado no

anexo 9.4)

No total, 294 individuos residentes da regido de Sumidouro participaram do
estudo. Destes, 130 (44,2%) estavam infectados por Blastocystis sp., sendo obtidas 85
sequéncias de DNA de 437 pb. O sequenciamento parcial do gene SSU-RNAr revelou a
presenca dos ST1 (n=23), ST2 (n=23), ST3 (n=29), ST4 (n=3), ST8 (n=6), além de uma
amostra (ID 210), cuja identificacdo quanto ao subtipo ndo foi possivel (Tabela 9). O
subtipo mais prevalente foi o ST3 (34,5%), seguido pelo ST1 e ST2 (mesma prevaléncia
— 27,4%), ST8 (7,1%), ST4 (3,6%). As sequéncias obtidas neste estudo apresentaram
valor de identidade na ferramenta BLAST variando de 98% a 100%, em contrapartida a
ID 210 teve valor de identidade igual a 93% com uma sequéncia identificada como ST7
(codigo de acesso: AB107973.1). Ademais, sete sequéncias desta populacdo foram
descartadas por ndo apresentarem qualidade adequada no sequenciamento e 34 amostras
ndo amplificaram, além de quatro apresentarem picos duplos no eletroferograma, o que
sugere a infecgdo mista. E importante ressaltar que a amplificagio com os iniciadores ST-
especificos também foi empregada nas amostras com picos duplos desta populagéo, no
entanto ndo se obteve sucesso na amplificacdo.

A topologia de ambas as arvores filogenéticas (MV e IB) construidas com as
sequéncias desta populagdo mostrou a infeccao pelos subtipos 1, 2, 3, 4, 8, além de um
ST néo identificado, tendo em vista que o isolado ID 210 n&o agrupou a nenhum clado
de subtipo conhecido, embora esteja evolutivamente mais préximo do ST7 (Figura 7).
Todos os outros isolados alocaram aos seus respectivos clados de subtipos com altos
valores de suporte estatistico. E importante ressaltar que foram utilizadas sequéncias do
Genbank previamente identificadas como ST1-ST9 para a constru¢do das arvores
filogenéticas. Ademais, é possivel observar diversidade genética intra-subtipos nos ST1,
ST2 e ST3, devido a formacao de pequenos clados no interior destes trés grupos. Todas
as sequéncias obtidas desta populacdo de estudo foram depositadas no Genbank sob os
nameros de acesso KX523972 - KX524055 e MG309719.
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Tabela 9: Subtipos de Blastocystis sp. identificados em ambas as populacgdes
humanas estudadas

Subtipos de Blastocystis (ST)

ST1 ST2 ST3 ST4 ST8 Novel- Picos duplos no
ST eletroferograma

Hospedeiro Localidade

Caxias 23 4 27 1 0 - 9*
Humano -
Sumidouro 23 23 29 3 6 1 4
Total 46 27 56 4 6 1 13

* ST1 e ST3 identificados através da amplificacdo com os iniciadores STs especificos para cada ST

w
y 412 wo W '8

Figura 7: Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (BI)
baseada nas sequéncias parciais do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. de isolados da populagédo
humana de Sumidouro, RJ. Os numeros ao longo dos ramos correspondem aos valores de
bootstrap/valores de probabilidade posterior (valores acima de 50% sdo mostrados).
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5.2.2. ldentificacdo dos subtipos de Blastocystis sp. através da

PCR/sequenciamento dos isolados de hospedeiros animais

De um total de 374 amostras de fezes obtidas de 28 géneros de diferentes animais
e submetidas ao cultivo in vitro, 115 (34,4%) foram positivos para Blastocystis sp.
(Tabela 10). No geral, a prevaléncia observada de infeccGes por este parasito foi de 100%
em tatu (1/1), 81% em marsupiais (21/26), 77% em suinos (30/39), 69% em répteis (9/13),
64% em roedores (7/11), 37% em primatas ndo humanos (33/89), 21% em aves (12/57) e
2% em baratas (2/96). No entanto, 34 isolados ndo foram amplificados pelos iniciadores
utilizados neste estudo, dos quais 13 eram de marsupiais, nove de repteis, quatro de PNHs,
quatro de roedores, dois de suinos e dois de aves.

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram depositadas na base do banco de
dados do Genbank sob os nimeros de acesso MG280720-MG280771. Foram obtidas 52
sequéncias de DNA de isolados de Blastocystis sp. de animais e seis subtipos foram
identificados pela ferramenta BLAST e adicionalmente confirmados por analises
filogenéticas (MV e IB).

O subtipo mais comum no estudo foi ST5 (28,8%), seguido de ST2 (21,1%), ST1
(19,2%) e ST8 (19,2%), ST3 (7,7%), ST4 (3,8%), além de nove amostras que
apresentaram picos sobrepostos no eletroferograma sugerindo infeccao mista (Tabela 10).
As sequéncias obtidas mostraram valor de identidade na ferramenta BLAST, que variou
de 97-100% com sequéncias depositadas no Genbank. Sete sequéncias apresentaram 99%
de identidade e 42 apresentaram 100%. Apenas uma sequéncia de um isolado de PNH do
Zoo Rio (ID = ZOQ7) apresentou 97% de identidade e duas sequéncias, também de
isolados de PNHs, sendo um do Zoo Rio (ID = ZOO6) e outra do ICTB (ID = AG149),
apresentaram 98% de identidade.

Quanto a distribuicdo dos subtipos de Blastocystis sp., ST1, ST2, ST3 e ST8 foram
identificados em primatas ndo humanos e em suinos foram identificados os ST1, ST4,
ST5e ST8. Além disso, foram encontrados ST3 e ST8 em duas espécies de roedores, ST1
e ST8 em gambés e ST8 na Unica amostra de tatu analisada. As aves estavam infectadas
com Blastocystis ST1 e ST5 e ST4 foi identificado em uma barata. (Tabela 10).

Ambas as arvores filogenéticas (MV e IB) identificaram nove clados que
corresponderam exatamente aos ST1 a ST9 e as sequéncias obtidas no estudo agruparam
em clados dos ST1, ST2, ST3, ST4, ST5 e ST8 com altos valores de bootstrap e
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probabilidade posterior. Alguns isolados formaram pequenos clados no interior dos ST1,

ST2, ST3 e ST5, indicando a existéncia de variabilidade intra-subtipos (Figura 8).
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Figura 8: Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga (MV) e Inferéncia Bayesiana (BI)
baseada nas sequéncias parciais do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. de isolados de animais
de RJ. Os nameros ao longo dos ramos correspondem aos valores de bootstrap/valores de
probabilidade posterior (valores acima de 50% sdo mostrados).
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Tabela 10: Subtipos de Blastocystis sp. identificados em animais

Local Subtipos de Blastocystis (ST)
Hospdeiros | de Nome cientifico N° | N°pos |ST |ST|ST|ST|ST|ST
coleta 1123|458 |P
Cebus apella xanthosternos 3 0 - - - - - - -
Macaca nemestrina 1 0 - - - - - - -
Ateles sp 1 1 e -
Chlorocebus sp 2 0 -l - -] - - -
Leontopithecus chrysomelas | 2 0 S I T i -
1 Lagothrix lagotricha 2 1 - - - -] -1 -
Primatas Saguinus imperator 6 0 T -
nao Papio sp 3 1 N -
humanos Pan troglodytes 1 1 T
Alouatta sp 2 1 e e e -
Macaca fuscata 2 1 1| - - - - - -
Aotus sp 4 2 1| - - - -1 -
Macaca mulatta 30 18 - 1911 - -2 -
2 Saimiri sciureus 10 0 - - - -] - - -
Macaca fascicularis 20 7 -1 01 -] - - 3
Guaxinim 1 Procyon lotor 2 0 I T e -
3 Akodon cursor 1 1 - - - - - - -
Rattus rattus 1 1 - - 1 - - - -
Akodon cursor 1 0 -] - - -] - - -
4 Akodon montensis 2 2 - - - - - - -
Roedores Oligoryzomys nigripes 1 0 T T e -
Nectomys squamipes 1 1 T -
5 Nectomys squamipes 2 2 - - - - -1 -
6 Oligoryzomys nigripes 1 0 - - - - - - -
Trinomys eliasi 1 0 - - - -] - - -
3 Metachirus nudicaudatus 1 1 1| - - - - -
Marsupiais . . . 10 J s |-rt-1-1-11 1
7 Didelphis aurita 7 3 - - - - - - -
4 8 8 - - - - - - -
Tatu 5 Dasypus septemcinctus 1 1 - - - - - 1 -
8 Gallus gallus 12 1 e -
Anas domesticus 4 1 - - - - - - -
Aves 1 Anas domesticus / Cairina 40 9
moschata - | - - -] - - 2
9 Anser anser 1 1 1| - - - - - -
. 10 27 22 -l - -] - 1121 2
Suinos Sus scrofa
9 12 8 3| -1 -11]12] - -
Felinos 8 Felis catus 40 0 -] - - -] - - -
8 Periplan merican 60 2 - - - 1 - - 1
Baratas 11 eBIF;SeIIe;aggrnfanciiaa / 36 0 - R - . B R R
Répteis 1 Chelonoidis sp 13 9 I T e -
Total 374 115 1011 | 4 | 2 | 15| 10 9

* 1: Zooldgico do Rio de Janeiro; 2: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Biomodelos, Fiocruz; 3:Campus
Fiocruz Mata Atléantica, Fiocruz; 4: Municipio de Rio Claro; 5: Municipio de Sumidouro; 6: Parque Estadual
da Serra da Tiririca; 7: Parque Estadual da Pedra Branca; 8: Municipio de Niteroi; 9: Distrito de Séo Pedro da
Serra; 10: Municipio de Sdo Gongalo; 11: cidade do Rio de Janeiro; IND: sequéncias que apresentaram picos
duplos no eletroferograma
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5.3. Variabilidade genética intra e inter subtipos do alvo SSU-RNAr de

Blastocystis sp.

Foram obtidos 14 gréaficos de distancia genética par-a-par entre os isolados obtidos
no presente estudo e sequéncias do Genbank (Figura 9-22). Para cada gréafico construido,
utilizou-se uma sequéncia do Genbank de cada um dos subtipos (ST1-ST9) como
referéncia. E, além disso, a fim de tentar identificar a amostra 210 de Sumidouro, foi
construido um grafico utilizando a sequéncia 210 como referéncia comparando com as
demais.

Ao analisar o grafico correspondente a ST1, € possivel observar que a distancia
genetica intra-subtipo variou entre 5% e 10%. Quando comparado aos demais subtipos,
esse percentual ficou acima de 10% para ST2 e 30% para ST7 (Figura 8). ST2 é 0 mais
préximo, ao passo que ST7 apresenta a maior distancia genética de ST1. A variabilidade
geneética intra-subtipo 2 é de 5%, enquanto que entre 0s subtipos variou em,
aproximadamente, 10% (ST1) e 30% (ST7) (Figura 9). Quanto ao grafico correspondente
a ST3, a divergéncia genética entre as sequéncias do ST3 atinge quase 10%. A distancia
genética de ST3 para ST4 e ST8 é semelhante, estando entre 15% e 20%, sendo
considerados os mais proximos. Em contrapartida, ST7 € o mais distante geneticamente
(>30%) (Figura 10).

Analisando os graficos correspondentes a ST4-ST9, a variabilidade genética intra-
subtipos € inferior a 5%. ST4 difere de ST8 em aproximadamente 10%, assim como ST6
de ST9. Em contrapartida, ST7 estd mais distante geneticamente, cerca de 30%, dos
subtipos 4 e 8. Quanto a ST5, quando comparado aos demais subtipos, a distancia genética
variou entre, aproximadamente, 20% e 25%, com excec¢édo da amostra 210 que diferiu em
mais de 25% deste subtipo. No que concerne ST6, o0 subtipo mais distante geneticamente
¢ ST3, além de alguns isolados de ST2. Em relacdo ao ST7, é importante destacar que a
amostra 210 teve o dobro da distancia genética das demais sequéncias de ST7 (Figura 11-
16).

Ademais, ao avaliarmos o gréafico obtido comparando a sequéncia 210 com as
outras sequéncias, a mesma diferiu em mais de 10% de ST7 e entre 25% e 40% dos demais
subtipos (Figura 17). Em relacdo a andlise realizada com as 17 cOpias da sequéncia total
do gene SSU-RNAr de ST7, observamos uma divergéncia genética entre elas maior que
1,5%. Além disso, quando comparamos os diferentes fragmentos do gene SSU-RNAr,

frequentemente utilizados na literatura, foi possivel observar diferengas nos percentuais
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de variabilidade genética, compreendendo até 1% para a regiao “barcode” (Scicluna et
al., 2006), >2% para a regido desenhada por Parkar e colaboradores (2010) e 3,5% para
Santin e colaboradores (2011) (Figura 19-22).

55



atica

ancia gené

Percentual de dist

0.10

0.30

0.25

0.20

0.15

0.05

0.00

Distancia genética par-a-par entre os isolados e sequéncias do
Genbank de Blastocystis sp. usando como referéncia o ST1

H Subtipo 1

B Subtipo 2

Subtipo 3

Il Subtipo 4

* M Subtipo 5

Il Subtipo 6

. M Subtipo 7

* Subtipo 8

— - Subtipo 9
H Amostra 210

L AN hR LR LLLanmannnannpnnnoamonnnnonnnoaonoonononnpoannmmmnnuunum

opor PRRE e

i ]
B s e

Figura 9: Gréfico de distancia genética par-a-par do ST1

*Eixo X: sequéncias parciais do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. de isolados
de humanos e animais obtidos no estudo e do Genbank; Eixo Y: percentual de
distancia genética
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Figura 10: Grafico de distancia genética par-a-par do ST2

*Eixo X: sequéncias parciais do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. de isolados
de humanos e animais obtidos no estudo e do Genbank; Eixo Y: percentual de
distancia genética
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Figura 11: Grafico de distancia genética par-a-par do ST3

*Eixo X: sequéncias parciais do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. de isolados
de humanos e animais obtidos no estudo e do Genbank; Eixo Y: percentual de
distancia genética
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Figura 12: Grafico de distéancia genética par-a-par do ST4

*Eixo X: sequéncias parciais do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. de isolados
de humanos e animais obtidos no estudo e do Genbank; Eixo Y: percentual de
distancia genética
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Figura 13: Gréfico de distancia genética par-a-par do ST5

*Eixo X: sequéncias parciais do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. de isolados
de humanos e animais obtidos no estudo e do Genbank; Eixo Y: percentual de
distancia genética
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Figura 14: Grafico de distéancia genética par-a-par do ST6

*Eixo X: sequéncias parciais do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. de isolados
de humanos e animais obtidos no estudo e do Genbank; Eixo Y: percentual de
distancia genética
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Figura 15: Gréfico de distancia genética par-a-par do ST7

*Eixo X: sequéncias parciais do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. de isolados
de humanos e animais obtidos no estudo e do Genbank; Eixo Y: percentual de
distancia genética
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Figura 16: Grafico de distéancia genética par-a-par do ST8

*Eixo X: sequéncias parciais do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. de isolados
de humanos e animais obtidos no estudo e do Genbank; Eixo Y: percentual de

distancia genética
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Figura 17: Grafico de distancia genética par-a-par do ST9

*Eixo X: sequéncias parciais do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. de isolados
de humanos e animais obtidos no estudo e do Genbank; Eixo Y: percentual de
distancia genética
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Figura 18: Grafico de distancia genética par-a-par da amostra 210

*Eixo X: sequéncias parciais do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. de isolados
de humanos e animais obtidos no estudo e do Genbank; Eixo Y: percentual de
distancia genética
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Percetual de distadncia genética

Distancia genética par-a-par entre as sequéncias das 17 cépias do
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Figura 19: Gréfico de distancia genética par-a-par entre as 17 copias
do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp.

*Eixo X: sequéncias completas do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. do
Genbank; Eixo Y: percentual de distancia genética
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Figura 20: Gréfico de distancia genética par-a-par entre as 17 copias
do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. utilizando o fragmento descrito
por Scicluna et al., (2006)

*Eixo X: sequéncias do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. do Genbank; Eixo
Y: percentual de distancia genética
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Distancia genética par-a-par entre as sequéncias das 17 copias do gene
SSU-RNAr do ST7 de Blastocystis sp. do fragmento descrito por
Parkar et al., 2010
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Figura 21: Gréfico de distancia genética par-a-par entre as 17 copias
do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. utilizando o fragmento descrito
por Parkar et al., (2010)

*Eixo X: sequéncias do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. do Genbank; Eixo
Y: percentual de distancia genética
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Percentual de distancia genética

Distancia genética par-a-par entre as sequéncias das 17 copias do gene
SSU-rRNA do ST7 de Blastocystis sp. do fragmento descrito por Santin
etal., 2011
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Figura 22: Gréfico de distancia genética par-a-par entre as 17 copias
do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. utilizando o fragmento descrito
por Santin et al., (2011)

*Eixo X: sequéncias do gene SSU-RNAr de Blastocystis sp. do Genbank; Eixo
Y: percentual de distancia genética
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5.4. Demais alvos moleculares
5.4.1. SSU-RNAr
Foram selecionadas randomicamente amostras dos subtipos 1, 2, 3, 4, 5 ¢ 8

previamente identificadas pelo alvo SSU-RNAr, além da amostra 210 (Novel-ST), para a

amplificacéo e sequenciamento com os demais alvos (Tabela 11).

Tabela 11: Numero de amostras selecionadas previamente identificadas pelo SSU-
RNAr para a amplificacéo dos alvos MLO-DNAr e ITS1-2.

Subtipos N°
ST1 12
ST2 13
ST3 9
ST4 6
ST5 9
ST8 11

Novel-ST 1
Total 61

5.4.2 MLO-DNAr

No total, foram analisadas 61 amostras de diferentes hospedeiros, sendo que 59
foram identificadas com o alvo MLO-DNAr e duas amostras ndo foram obtidas
sequéncias de boa qualidade. Além disso, foram identificados os subtipos 1, 2, 3, 4,5 e
8. Das 59 sequéncias obtidas, 41 (69,5%) apresentaram resultados concordantes para
ambos os alvos SSU-RNAr e MLO-DNAr (Tabela 12). Além disso, a amostra 210 que
apresentou valor de identidade de 93% no BLAST com sequéncias do SSU-RNAr
previamente descritas como ST7 no Genbank e que ndo agrupou no clado de ST7 em
ambas as andlises filogenéticas (MV e IB), apresentou 98% de identidade com o alvo
MLO-DNAr de ST7.
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Tabela 12: Resultados concordantes entre as sequéncias identificadas a partir de
SSU-RNAr e MLO-DNAr

. ST MLO- ST SSU- Identidade | Identidade

Amostras Hospedeiro | = Ay RNAr | MLO-DNAr | SSU-RNAr
RTDC35 Humano 1 1 99% 99%
Aotus sp_ZOO 14 PNH 1 1 99% 99%
RTDC41 Humano 1 1 99% 100%
A. anser SPS G Ganso 1 1 99% 100%
SPS PR5 Suino 1 1 99% 99%
P. troglodytes ZOO_7 PNH 2 2 95% 97%
53Sumid Humano 2 2 95% 100%
228 Sumid Humano 2 2 95% 99%
RTDC67 Humano 2 2 95% 100%
RTDC45 Humano 2 2 95% 100%
M. mulatta ICTB_AB39 PNH 2 2 99% 100%
M. mulatta ICTB_AB111 PNH 2 2 95% 100%
645Sumid Humano 2 2 95% 99%
629 Sumid Humano 2 2 95% 99%
Papio sp_ ZOO 6 PNH 3 3 100% 98%
R. rattus CFMA _ICTB 18225 Roedor 3 3 87% 99%
701Sumid Humano 3 3 99% 99%
RTDC30 Humano 3 3 100% 100%
RTDC31 Humano 3 3 99% 100%
RTDC62 Humano 3 3 100% 99%
47Sumid Humano 3 3 100% 98%
RTDC9 Humano 4 4 94% 100%
NIT_B62 Barata 4 4 99% 100%
48Sumid Humano 4 4 100% 99%
80Sumid Humano 4 4 99% 99%
SG_P4 Suino 5 5 95% 100%
SG_P9 Suino 5 5 94% 100%
SG_P5 Suino 5 5 94% 100%
SG_P1 Suino 5 5 94% 100%
SG P8 Suino 5 5 94% 100%
SG PM5 Suino 5 5 95% 100%
SPS PR9 Suino 5 5 95% 100%
N. squamipes SUMID _NEC Roedor 8 8 100% 100%
Aotus sp_ZOO 12 PNH 8 8 99% 99%
Ateles sp_Z0O0O 31 PNH 8 8 99% 100%
Alouatta sp_Z00 _41 PNH 8 8 99% 100%
626Sumid Humano 8 8 100% 99%
L. lagotricha_ZO0O_72 PNH 8 8 99% 100%
M. mulatta ICTB_AB79 PNH 8 8 100% 100%
M. mulatta ICTB_AB129 PNH 8 8 100% 100%
SG_PM2 Suino 8 8 99% 100%

*RTDC: Residéncia terapéutica de Duque de Caxias; ZOO: Zooldgico do RJ; PNH: primatas ndo-
humanos; SPS: Distrito de Sdo Pedro da Serra, RJ; Sumid: Municipio de Sumidouro, RJ; ICTB: Instituto
de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos, Fiocruz, RJ; CFMA: Campus Fiocruz Mata Atlantica, Fiocruz,
RJ; NIT: Municipio de Niterdi, RJ; SG: Municipio de Sdo Gongalo, RJ

Em contrapartida, 17 (28,8%) sequéncias analisadas apresentaram resultados
discordantes em relacdo a identificacdo dos subtipos. Em relacdo aos percentuais de
identidade obtidos de ambos os alvos moleculares, observamos que os mesmos foram

variaveis, compreendendo de 87% a 100% (Tabela 13).
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Tabela 13: Resultados discordantes entre as sequéncias identificadas com os
alvos SSU-RNAr e MLO-DNAr

ST ST |ldentidade | Identidade
Amostras Hospedeiro | SSU- | MLO- SSU- MLO-
RNAr | DNAr |  RNAr DNAr
M. fuscata_ZO0O_71 PNH 1 8 99% 99%
D. aurita CFMA_LBCE18255 Marsupial 1 3 100% 87%
M. nudicaudatus_ CFMA LBCE15999 | Marsupial 1 3 100% 86%
D. aurita_ CFMA_LBCE19060 Marsupial 1 3 100% 87%
144Sumid Humano 1 2 99% 95%
634Sumid Humano 2 1 99% 95%
75Sumid Humano 2 3 99% 100%
86 Sumid Humano 2 8 99% 100%
127Sumid Humano 2 1 99% 99%
67Sumid Humano 3 2 99% 95%
94Sumid Humano 3 1 99% 99%
1Sumid Humano 4 3 100% 99%
SPS_PR12 Suino 4 1 100% 99%
SPS_PR1 Suino 5 1 100% 98%
G.gallus_NIT_G4 Galinha 5 7 100% 94%
D. septemcinctus_SUMID_LBCE18256 Tatu 8 3 100% 87%
D. aurita CFMA LBCE17729 Marsupial 8 3 99% 86%

*RTDC: Residéncia terapéutica de Duque de Caxias, RJ; ZOO: Zooldgico do RJ; PNH: primatas ndo-
humanos; SPS: Distrito de Sdo Pedro da Serra; Sumid: Municipio de Sumidouro, RJ; ICTB: Instituto de
Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos, Fiocruz, RJ; CFMA: Campus Fiocruz Mata Atlantica, Fiocruz, RJ;
NIT: Municipio de Niter6i, RJ; SG: Municipio de Sdo Gongalo, RJ.

543.1TS1-2

Com o intuito de avaliar o potencial do alvo molecular ITS1-2, 0s mesmos
isolados amplificados com o alvo MLO-DNAr, também foram usados na subtipagem com
0 ITS1-2. Entretanto, das 61 amostras analisadas, 27 foram identificadas como subtipos
1, 2, 3 e 7, sendo que destas 16 apresentaram resultados discordantes com o alvo SSU-
RNAr e ITS1-2 e 11 foram concordantes (Tabela 14 e 15). Os percentuais de identidade
também foram variaveis, compreendendo de 79% a 99%. Além disso, quatro amostras
ndo amplificaram na PCR, incluindo a amostra 210, e 30 n&o foram obtidas sequéncias

de boa qualidade.
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Tabela 14: Resultados discordantes entre as sequéncias identificadas com os alvos
SSU-RNAr e ITS1-2

ST . .
. ST Identidade | Identidade
Amostras Hospedeiro | SSU- ITS1-2 | SSU-RNAr | 1TS1-2
RNAr

N. squamipes SUMID NEC Roedor 8 1B 100% 83%
Papio sp_Z00 6 PNH 3 1B 98% 83%
Ateles sp_Z00O 31 PNH 8 1B 100% 83%
Alouatta sp_Z00 41 PNH 8 1B 100% 82%
L.lagotricha ZOO 72 PNH 8 1B 100% 83%
M. mulata_ICTB_AB79 PNH 8 1B 100% 83%
M. mulata ICTB_AB129 PNH 8 1B 100% 83%
94Sumid Humano 3 1B 99% 97%
86Sumid Humano 2 1B 99% 82%
SG_PM5 Suino 5 2 100% 84%
67Sumid Humano 3 2 99% 98%
D. aurita CFMA LBCE19060 | Marsupial 1 3 100% 80%
1Sumid Humano 4 3 100% 98%
D. aurita CFMA LBCE17729 Marsupial 8 3 99% 81%
75Sumid Humano 2 3 99% 99%
SG _P1 Suino 5 7 100% 79%

*RTDC: Residéncia terapéutica de Duque de Caxias, RJ; ZOO: Zooldgico do RJ; PNH: primatas néo-
humanos; SPS: Distrito de Sdo Pedro da Serra, RJ; Sumid: Municipio de Sumidouro, RJ; ICTB:
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos, Fiocruz, RJ; CFMA: Campus Fiocruz Mata
Atlantica, Fiocruz, RJ; NIT: Municipio de Niterdi, RJ; SG: Municipio de S&o Gongalo, RJ.

Tabela 15: Resultados concordantes entre as sequéncias identificadas com os
alvos SSU-RNAr e ITS1-2

ST . .
. ST Identidade | Identidade
Amostras Hospedeiro | SSU- ITs1-2 | SSU-RNAr ITS1-2
RNAr

RTDC41 Humano 1 1B 100% 98%
P. troglodytes ZOO7 PNH 2 2 97% 98%
53Sumid Humano 2 2 100% 97%
228Sumid Humano 2 2 99% 96%
M. mulatta ICTB AB 39 PNH 2 2 100% 98%
M. mulatta ICTB AB 111 PNH 2 2 100% 97%
127Sumid Humano 2 2 99% 93%
R. rattus CFMA LBCE18225 Roedor 3 3 99% 80%
RTDC30 Humano 3 3 100% 99%
RTDC62 Humano 3 3 99% 98%
47Sumid Humano 3 3 98% 98%

*RTDC: Residéncia terapéutica de Duque de Caxias, RJ; ZOO: Zoolégico do RJ; PNH: primatas
ndo-humanos; SPS: Distrito de Sdo Pedro da Serra, RJ; Sumid: Municipio de Sumidouro, RJ; ICTB:
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos, Fiocruz, RJ; CFMA: Campus Fiocruz Mata
Atlantica, Fiocruz, RJ; NIT: Niterdi, RJ; SG: Municipio de S&o Gongalo, RJ;
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Por fim, € importante ressaltar que 16 amostras, das quais 12 pertenciam ao grupo
dos marsupiais (D. aurita) e quatro a roedores (N. squamipes e A. montensis), ndo foram
amplificadas (11 marsupiais e trés roedores) ou ndo foram obtidas sequéncias de boa
qualidade (um de marsupial e um de roedor) com o alvo SSU-RNAr. Entretanto, foram

amplificadas e sequenciadas com o alvo MLO-DNAr e 11 destas com ITS1-2, como

mostra a tabela 16.

Tabela 16: Resultados dos isolados que ndo amplificaram e ndo foram obtidas
sequencias de boa qualidade com o alvo SSU-RNAr, mas foram identificadas com
os alvos MLO-DNAr e ITS1-2.

ST ST ST | Identidade . .
Amostras Hospedeiro | MLO- | SSU- | ITS1- |  MLO- é‘;ﬂ‘_téd,\?g? 'df;‘gf;de
DNAr | RNAr | 2 DNAr
D. aurita_CFMA_
LBCE15998 Marsupial 3 - - 92% - -
D. aurita_CFMA _
LBCE18254 Marsupial 3 - - 92% - -
D. aurita_CFMA_
LBCE19565 Marsupial 3 - 3 87% - 81%
N. squamipes_SUMID_
LBCE19525 Roedor 4 - 7 100% - 80%
A. montensis_RC_
LBCE19534 Roedor 3 - 86% - -
D. aurita_RC_
LBCE19548 Marsupial 3 - 7 88% - 80%
D. aurita_RC_
LBCE19536 Marsupial 3 - 7 86% - 82%
A. montensis_RC
LBCE19542 Roedor 3 - 3 87% - 81%
D. aurita_RC_
LBCE19546 Marsupial 3 - 7 86% - 82%
D. aurita_RC_
LBCE19549 Marsupial 3 - 7 87% - 82%
D. aurita_RC_
LBCE19547 Marsupial 3 - 7 87% - 81%
D. aurita_CFMA_
LBCE19528 Marsupial 3 - 3 89% - 81%
N. squamipes_RC_
LBCE19535 Roedor 3 - 3 87% - 81%
D. aurita_RC_
LBCE19537 Marsupial 3 - - 86% - -
D. aurita_PEPB_
LBCE19563 Marsupial 3 - - 87% - -
D. aurita_PEPB_.
LBCE19560 Marsupial 3 - 3 92% - 80%

*RTDC: Residéncia terapéutica de Duque de Caxias, RJ; ZOO: Zooldgico do RJ; PNH:
primatas ndo-humanos; SPS: Distrito de Sdo Pedro da Serra, RJ; Sumid: Municipio de
Sumidouro, RJ; ICTB: Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos, Fiocruz, RJ; CFMA: Campus
Fiocruz Mata Atlantica, Fiocruz, RJ; NIT: Municipio de Niterdi, RJ; SG: Municipio de Sdo Gongalo, RJ;
RC: Municipio de Rio Claro; PEPB: Parque Estadual da Pedra Branca, RJ
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VI. DISCUSSAO

6.1 SSU-RNAr

Atualmente, as analises moleculares tém permitido uma abordagem mais
especifica, além de aprimorar a sensibilidade de deteccéo da infec¢do por Blastocystis sp.,
ajudando no melhor entendimento de sua epidemiologia. A caracterizagdo dos subtipos
de Blastocystis sp. é essencial para a compreensdo da diversidade genética do parasito e
para a identificagéo das potenciais fontes de infeccdo e vias de transmissdo em diferentes
regides do mundo.

No presente estudo, investigamos a prevaléncia e a distribuicdo dos subtipos de
Blastocystis sp. em duas popula¢@es humanas, uma rural e outra urbana, e em diferentes
grupos de animais. Nossos resultados revelaram a alta prevaléncia de Blastocystis sp.,
compreendendo 41,1% das amostras positivas e 30,7% oriundas de animais. Em trabalhos
epidemioldgicos realizados no Brasil, a prevaléncia da infecgdo humana por este parasito
é consideravelmente variavel, sendo relatada entre 2% e 86% (Guimardes & Sogayar,
1993; Nascimento & Moitinho, 2005; Aguiar et al., 2007; Mine & Rosa, 2008; Borges et
al., 2009; Takizawa et al., 2009; Malheiros et al., 2011; Branco et al., 2012; Gil et al.,
2013; Cabrine-Santos et al., 2015; David et al., 2015; Rebolla et al., 2016; Faria et al.,
2017; Oliveira-Arbex et al., 2018). Esta grande diferenca pode ser devido as
caracteristicas da populacdo estudada e, principalmente aos métodos diagnosticos
empregados. Por exemplo, em 2016, Oliveira-Arbex e colaboradores avaliaram 123
amostras fecais de criangas, 44 de seus familiares e 14 de funcionarios da creche por
exame microscopico e detectaram que 8,9% estavam infectadas por Blastocystis sp. Em
estudo posterior com 0 mesmo grupo de criangas, os autores relataram que 40,7% foram
positivas para este parasito através da técnica de PCR (Oliveira-Arbex et al., 2018). Desta
forma, ressalta-se a importancia da padronizacao de métodos diagnosticos para a deteccao
de Blastocystis sp.

No que diz respeito a caracterizacdo molecular dos isolados de Blastocystis sp.
obtidos no presente estudo, o sequenciamento parcial do gene SSU-RNAr revelou que o
ST3 foi o subtipo mais prevalente, seguido por ST1, ST2, ST8, ST5 e ST4, além de um
isolado de humano de subtipo desconhecido. Ao analisarmos cada um dos dendogramas
do estudo, foi possivel observar que a topologia das arvores filogenéticas manteve o

mesmo padrdo normalmente observado na literatura, corroborando também os resultados
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obtidos pelo método de distancia genética. ST4 e ST8 estdo relacionados entre si, assim
como ST1 e ST2, alem de ST6, ST7 e ST9 que também estdo mais proximos
evolutivamente (Whipps et al., 2010; Petrasova et al., 2011; Forsell et al., 2012; Alfellani
et al., 2013a; Abdulsalam et al., 2013; Pandey et al., 2015; Alfonso et al., 2017; Sanpool
et al., 2017; Villegas-Gomes et al., 2017; Song et al., 2017; Zhao et al., 2017). Embora
alguns autores ja tenham relatado certa diferenca na topologia de arvores filogenéticas
quanto a ST7 (Roberts et al., 2013), nossos resultados mostraram que este subtipo esta,
de fato, relacionado a ST6 e ST9, assim como também observado nos graficos de
distancia genética.

Em relacdo aos isolados de humanos, ST3 foi 0 mais prevalente, seguido por
ST1, ST2, ST8 e ST4. Vale ressaltar que houve diferenca na ocorréncia dos demais
subtipos nas duas populagdes: Sumidouro teve a segunda maior prevaléncia pelos
subtipos 1 e 2 (mesma prevaléncia), sequido por ST4 e ST8, e Duque de Caxias por ST1,
seguido por ST2 e ST4. Em uma populacdo indigena da Amazonia brasileira, 0 ST1 foi 0
mais prevalente seguido por ST2 e ST3 (Malheiros et al., 2011), ao passo que um estudo
realizado em duas pequenas aldeias de pescadores de baixo poder aquisitivo situadas ao
longo do rio Tieté, no Estado de S&o Paulo, os autores encontraram maior incidéncia de
isolados de ST3, seguido por ST1, ST7 e ST6 (David et al., 2015). No trabalho realizado
na América do Sul, o subtipo 3 também foi 0 mais prevalente no Brasil, apresentando a
segunda maior prevaléncia os subtipos 1, 8 e possiveis novos subtipos (Novel-ST) e, em
terceiro lugar, ST7 (Ramirez et al., 2016); embora seja importante ressaltar o reduzido
numero de amostras provenientes do territorio brasileiro (n=22) analisadas neste estudo.
Em outro estudo em S&o Paulo, ST3 apresentou maior prevaléncia, seguido por ST1, ST2
e ST6 de isolados de pacientes internados no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Sdo Paulo (Melo et al., 2017). Recentemente, Oliveira-Arbex e
colaboradores (2018), também na cidade de Séo Paulo, descreveram a prevaléncia de
Blastocystis sp. em criancas de uma creche, seus familiares e cdes, além dos funcionarios
da mesma. Os autores relataram a maior ocorréncia de ST1, seguido por ST3, ST2 e ST7,
porém nenhum cdo estava infectado pelo parasito.

Em geral, os subtipos 1, 2 e 3 sdo frequentemente encontrados em humanos em
diversos paises (Scicluna et al., 2006; Yan et al., 2006; Li et al. 2007; Stensvold et al.,
2007; Rene et al., 2009; Malheiros et al., 2011; Alfellani et al., 2013b; Abu-Madi et al.
2015; Popruk et al., 2015; Vargas-Sanches et al., 2015; Villegas-Gomez et al. 2016;

Sanpool et al., 2017). No entanto, o subtipo 3 € considerado o mais predominante na
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populacdo humana (Yoshikawa et al., 2000; Scicluna et al., 2006; Yan et al., 2006; Li et
al., 2007; Ozyurt et al., 2008; Wong et al., 2008; Menounos et al., 2008; Rene et al., 2009;
Souppart et al., 2009; Vassalos et al., 2010; Souppart et al., 2010; Meloni et al., 2011;
Forsell et al., 2012; Alfellani et al., 2013; Bart et al., 2013; Roberts et al., 2013; Pandey
etal., 2015; Popruk et al., 2015; Vargas-Sanches et al., 2015; Villegas-Gémez et al., 2016;
Melo et al., 2017). Embora tenha sido sugerido que este subtipo seja o Unico de origem
humana (Tan, 2008; Wong et al., 2008), o0 mesmo ja foi detectado em diversos outros
hospedeiros, incluindo primatas ndo humanos, suinos e equinos (Stensvold et al., 2009b;
Santin et al., 2011; Alfellani et al., 2013b; Roberts et al., 2013; Ramirez et al., 2014;
Wang et al., 2014; Zhao et al., 2017). Sendo assim, a partir de varios estudos sobre a
distribuicédo de Blastocystis sp. em diferentes regides, foi possivel constatar que ndo existe
nenhum grupo exclusivo de humanos (Abe, 2004; Stensvold et al., 2009; Parkar et al.,
2010; Roberts et al., 2013; Ramirez et al., 2014), exceto o ST9 que, até o momento, foi
encontrado somente em humanos (Stensvold et al., 2009a).

ST1 e ST2, de acordo com 0s nossos resultados, também tiveram elevada
incidéncia na populacdo de Sumidouro. Estes subtipos tém baixa especificidade de
hospedeiro, sendo encontrados em grande variedade de animais domésticos e
sinantrépicos, incluindo caes, suinos, roedores, primatas ndo humanos, equinos, bovinos
e aves (Arisue et al., 2003; Abe, 2004; Stensvold et al., 2009b; Parkar et al., 2010; Roberts
etal., 2013). Os habitos comportamentais destes animais poderiam facilitar a transmissdo
de Blastocystis sp. para 0s humanos (Ramirez et al., 2014; Schar et al., 2014). Na regiéo
de Sumidouro, por se caracterizar uma regido rural, os individuos mantém contato direto
com animais, sejam eles de criacdo, domésticos ou silvestres que, frequentemente,
circulam préximos aos domicilios, o que também explica a maior diversidade de subtipos
encontrados nesta populagéo.

A maioria da populacdo de Sumidouro vive na area rural e as atividades
econbmicas mais importantes da regido sdo a criacdo de gado e plantacdo de vegetais
(IBGE, 2010). Os individuos que residem em comunidades rurais, geralmente consomem
alimentos crus, ndo possuem fonte de agua potéavel e tratada e normalmente possuem
habitos de higiene inadequados, aumentando, assim, as chances de adquirirem uma
infeccdo parasitaria (Boonjaraspinyo et al., 2013; Wongthamarin et al., 2018). E relevante
ainda considerar que, a maioria da populacao local por exercer atividade agricola, mantém
contato direto com o solo, outra fonte de infecgdo de Blastocystis sp. (Londofio-Franco et
al., 2014).
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No caso da populacdo de Caxias, ST1 também apresentou alta prevaléncia, ao
contrario do ST2. Embora seja considerado um dos subtipos mais comuns em infeccdes
humanas, em diversos estudos ST2 foi 0 menos detectado quando comparado a ST1 e
ST3, sendo até mesmo ausente em algumas populagdes (Alfellani et al., 2013; Pandey et
al., 2015; Villegas-Gomez et al., 2016; Oliveira-Arbex et al., 2018). Nesta populacéo, a
transmisséo da infeccdo por Blastocystis sp. pode ter sido facilitada pela convivéncia dos
pacientes em ambiente coletivo, mantendo contato estreito entre eles e compartilhando
habitos precarios de higiene. No geral, os ambientes coletivos sdo caracterizados por
maus habitos de higiene e contato interpessoal extensivo, o que proporciona condigdes
favoraveis para a circulacdo e transmissdo de parasitos, aumentando a suscetibilidade a
infeccOes parasitarias (Khalili et al., 2013). As infec¢cbes parasitarias em centros de
reabilitacdo mental séo um grave problema de saude publica, tendo em vista que a maioria
das instituicdes é lotada e existe grande dificuldade em promover comportamentos
saudaveis adequados por parte dos pacientes (Sharif et al., 2010). Todavia, considerando
que o percentual de prevaléncia da infeccéo por Blastocystis sp. nos familiares e pacientes
tenha sido semelhante (32,5% em pacientes e 38% em familiares), é provavel que a
principal forma de transmisséo seja, de fato, através de dgua contaminada por cistos. O
consumo de agua contaminada é considerado a principal fonte de infec¢do por
Blastocystis sp (Taamasri et al., 2000; Leelayoova et al., 2008; Eroglu & Koltas, 2010).

Ademais, em ambas as popula¢cdes humanas estudadas, ST4 teve a menor
prevaléncia dentre os subtipos encontrados, representando o primeiro relato de ocorréncia
deste subtipo no Brasil (Valenca-Barbosa et al., 2017). Este subtipo é o segundo mais
comum no Reino Unido e € frequentemente encontrado no continente europeu (Scicluna
et al., 2006; Rene et al., 2009; Dominguez-Marquez et al., 2009; Stensvold et al., 2009;
2011; Forsell et al., 2012; Alfellani et al., 2013), porém é raro na Africa, Asia e nas
Américas (Alfellani et al., 2013b). Especula-se que a insercdo deste subtipo na populacao
humana tenha ocorrido relativamente em tempos mais recentes quando comparado ao
subtipo 3 e por este motivo a sua ocorréncia € menor (Clark et al., 2013). Na América do
Sul, ST4 foi relatado em humanos na Colémbia e alguns primatas ndo humanos na Europa
e América do Sul (Dominguez-Marquez et al., 2009; Alfellani et al., 2013; Ramirez et al.,
2016).

O Brasil foi o Unico pais da América do Sul, onde ST8 foi identificado em estudo
realizado em seis paises (Ramirez et al., 2016), apesar de também ja ter sido detectado na
Dinamarca, Reino Unido, Italia e Australia (Clark, 1997; Stensvold et al., 2006; Meloni
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et al., 2011; Roberts et al., 2013;). De acordo com 0s nossos achados, seis isolados da
populacdo de Sumidouro foram identificados como infectados pelo subtipo 8. E
importante mencionar que duas amostras de animais, um roedor, Nectomys squamipes, e
um tatu, Dasypus septemcinctus, obtidas no presente estudo, pertencem ao subtipo 8 e
ambas foram coletadas no municipio de Sumidouro. Na literatura, ndo existem relatos da
ocorréncia deste subtipo em ambos os animais. Além disso, a0 compararmos as
sequéncias dos isolados de individuos de Sumidouro e de ambas as espécies de animais,
verificou-se que sdo idénticas, sugerindo que este subtipo circula tanto na populagédo
humana quanto em animais.

O roedor semi-aquatico, Nectomys squamipes, possui ampla distribuicdo
geografica no Brasil e habita as margens de corregos, rios e areas inundadas (Mares &
Ernest, 1986). Este roedor j& foi relatado como importante fonte de infeccéo de parasitos
intestinais, como o Schistosoma mansoni, na regido de Sumidouro (D’ Andrea et al.,
2000; Maldonado et al., 2006) e também pode estar envolvido no ciclo de transmisséo de
Blastocystis sp. na regido. De acordo com o relatorio da Secretaria de Estado do Meio
Ambiente para o Plano Municipal de Saneamento Bésico de Sumidouro (SEA, 2014),
quase 80% da populagdo desta regido ndo tem acesso a esgoto sanitario e utilizam outras
formas de lancamento de efluentes domésticos (fossa rudimentar, vala, rio, lago e outros
tipos), representando uma importante fonte de contaminacdo do solo e da agua. Além
disso, o N. squamipes €, frequentemente, encontrado préximo ao peridomicilio das
habitacGes nesta regido (Gentile et al., 2006), podendo ser responsavel pela disseminacgéo
de Blastocystis sp. nestes locais e representando uma fonte de infec¢do para humanos e,
possivelmente, para outros animais.

Em relacdo ao tatu, esta é a primeira descricdo da presenca de Blastocystis sp.
neste animal, embora apenas uma amostra tenha sido analisada. De fato, identificar um
tatu da espécie Dasypus septemcinctus, mamifero de ampla distribuicdo na América do
Sul (Eisenberg & Redfordt, 1999; Wilson & Reeder, 2005; Gardner, 2007), naturalmente
infectado por Blastocystis sp., abrem novas oportunidades de pesquisa, incentivando a
realizacdo de mais estudos epidemioldgicos com diferentes hospedeiros no Brasil. Estes
animais, quando ndo estdo em suas tocas, estdo forrageando em pastagens com o focinho
proximo ao chdo (Carter & Encarnacao, 1983, Eisenberg & Redford, 1999) e, por ser uma
regido onde hé falta de saneamento basico e as condi¢bes de higiene sdo precarias, este
animal pode se infectar pela via orofecal através da ingestéo de cistos de Blastocystis sp.

do solo e, posteriormente, transmitir para humanos e outros animais.
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Quanto aos outros animais investigados no presente estudo, a infeccdo por
Blastocystis sp. foi identificada em quase todos os grupos. Os marsupiais apresentaram a
segunda maior prevaléncia, seguido pelos porcos domésticos. O gambéa de orelha preta,
Didelphis aurita, é considerado generalista e oportunista, sendo muito abundante em
areas degradadas na Mata Atlantica (Caceres, 2004; Paglia et al., 2012). O Metachirus
nudicaudatus, outra espécie de marsupial examinada, conhecida popularmente por cuica-
de-quatro-olhos-marrom, é considerado insetivoro, embora também possa consumir
ampla variedade de recursos, tais como pequenos vertebrados, sementes e frutas (Santori
etal., 1995, Freitas et al., 1997; Céceres, 2004). E possivel que a dieta alimentar de ambos
0s animais aumente as chances de ingerirem cistos de Blastocystis sp.

Além disso, € importante ressaltar que este € o primeiro relato sobre a infeccéo
deste parasito na espécie de marsupial Metachirus nudicaudatus. Assim, é relevante
enfatizar que, quanto mais estudos forem realizados, maior serd 0 nosso conhecimento
sobre a epidemiologia de Blastocystis sp., fornecendo mais informacdo sobre a
especificidade de hospedeiro e a diversidade deste parasito.

Até o momento, os marsupiais, embora de diferentes géneros e espécies
(Didelphis marsupialis, Trichosurus sp., Setonix brachyurus, Macropus fuliginosus,
Lasiorhinus latifron), foram encontrados infectados por ST4, ST8, ST12, ST13 e ST16
(Stensvold et al., 2009b; Parkar et al., 2010; Alfellani et al., 2013; Ramirez et al., 2014;
Roberts etal., 2013; Cian et al., 2017). Considerando os nossos achados, ST1 e ST8 foram
detectados em ambas as espécies investigadas no estudo, este € o primeiro relato de ST1
neste grupo de animais.

Depois dos marsupiais, 0s porcos domésticos apresentaram a maior prevaléncia
de Blastocystis sp. em nosso estudo. Este parasito é considerado um dos mais prevalentes
nestes animais (Snell-Castro et al., 2004; Navarro et al., 2008). Os nossos resultados
mostraram que a maioria das amostras positivas foi coletada em uma comunidade carente,
Jardim Catarina, localizada no municipio de Sdo Gongcalo, onde 0s moradores ndo
possuem saneamento bésico, regulamentacio do sistema de esgoto e coleta de lixo. E
importante ressaltar que o proprietario permitia que seus animais circulassem livremente
ao redor da comunidade, alimentando-se de lixo em terrenos baldios e consumiam,
habitualmente, aguas residuais despejadas irregularmente em um dos rios da regido. A
agua contaminada foi apontada como a principal fonte de infeccdo por Blastocystis sp.
(Taamasri et al., 2000; Li et al., 2007; Leelayoova et al., 2008; Eroglu & Koltas, 2010).
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Os estudos de caracterizacdo molecular de isolados de suinos, geralmente,
identificam dois grupos: os que sdo infectados por ST1 (Thathaisong et al., 2003; Navarro
et al., 2008) e aqueles que séo, predominantemente, infectados por ST5 (Abe et al., 2003;
Yoshikawa et al., 2004; Yan et al., 2007; Stensvold et al., 2009b; Fayer et al., 2014;
Yoshikawa et al., 2016; Song et al., 2017; Udonsom et al., 2018). No entanto, seis STs de
Blastocystis sp. foram relatados em porcos em todo o mundo (ST1-ST3, ST5-ST7), sendo
0 ST5 o dominante na maioria dos estudos, assim como foi observado neste estudo (Abe
et al., 2002; Yoshikawa et al., 2004b; Alfellani et al., 2013a; Fayer et al., 2014; Noel et
al., 2005; Parkar et al., 2010; Santin et al., 2011; Wang et al., 2014; Yoshikawa et al.,
2016).

Todavia, no nosso conhecimento, a infec¢éo por ST4 e ST8 neste hospedeiro, até
0 momento, ndo foram relatadas na literatura. O isolado de ST4 foi coletado de uma
fazenda na area rural em Sdo Pedro da Serra na cidade de Friburgo e o isolado de ST8 da
comunidade carente no municipio de S8o Gongalo. Em ambos os locais, 0s animais tém
contato proximo com outros animais, sobretudo com humanos, e vivem em ambientes
insalubres. A criacdo de suinos em locais com precérias condi¢cdes de higiene pode
configurar uma importante fonte de transmissdo e circulacdo de varios parasitos,
incluindo Blastocystis sp. Além disso, o contato proximo entre outros animais e humanos,
poderia explicar o compartilhamento de diferentes subtipos. O risco do potencial
zoondtico de porcos para transmitir Blastocystis sp. para outros hospedeiros foi relatado
em um estudo em Queensland, Austrélia, no qual o subtipo ST5 foi detectado em
cuidadores de suinos e, simultaneamente nos porcos, sendo, portanto, considerados uma
importante fonte de infeccdo humana por Blastocystis sp. (Parkar et al., 2010; Wang et
al., 2014).

ST4 é o subtipo mais frequentemente relatado em roedores, sendo propostos como
reservatorios de ST4 de Blastocystis sp., embora outros STs ja tenham sido encontrados
neste grupo de hospedeiro (Alfellani et al., 2013; Cian et al., 2017; Katsumata et al.,
2018). Em relacdo a este grupo de animais, no presente estudo, ST3 e ST8 foram
detectados em duas espécies distintas de roedores, Rattus rattus e Nectomys squamipes,
respectivamente. A espécie de roedor R. rattus possui comportamento sinantropico,
podendo ser comumente encontrado préximo as habitacdes humanas e representar
importante fonte de infec¢do para humanos. Além disso, a exposicao a fezes de roedores
é, praticamente, universal, o que contribui para a transmissdo de Blastocystis sp.,

principalmente em ambientes com precarias condigdes de saneamento basico. Ja ST8 é
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aparentemente raro em outros hospedeiros, embora os grandes gambdas americanos e 0s
primatas ndo humanos ja tenham sido encontrados infectados por este subtipo (Alfellani
etal., 2013a; Ramirez et al., 2014), sendo, portanto, o primeiro relato deste subtipo nestes
animais.

Em relacdo ao grupo dos primatas ndo humanos, nosso estudo mostrou a
ocorréncia de quatro subtipos: ST1, ST2, ST3 e ST8, sendo ST2 de maior prevaléncia.
Os PNHs estdo frequentemente infectados por Blastocystis sp. e estudos anteriores
relataram a incidéncia de sete subtipos (ST1-ST5, ST8, ST10) nestes animais (Abe et al.,
2003; Rivera, 2008; Parkar et al., 2007, 2010; Stensvold et al., 2009b; Petrasova et al.,
2011; Alfellani et al., 2013a; Zanzani et al., 2015; Vaisusuk et al., 2017).

Embora ST8 tenha apresentado a segunda maior prevaléncia neste grupo de
animais, este subtipo parece ser mais dificilmente encontrado em primatas, sendo relatado
em poucos estudos (Helenbrook et al., 2015; Stensvold et al., 2009b; Alfellani et al., 2013;
Cianetal., 2017). No entanto, este subtipo foi relatado em cuidadores de PNHSs sugerindo
a disseminacdo zoonotica entre primatas e seus cuidadores (Stensvold et al., 2009). Uma
vez que as populacdes de PNHs do presente estudo sdo de cativeiro (zooldgicos e criacao
laboratorial) e mantém contato préximo com os humanos, os subtipos encontrados podem
circular em ambos os hospedeiros. A transmissao entre animais e humanos pode ocorrer,
principalmente, em jardins zooldgicos e santuarios de animais (Parkar et al., 2007, 2010;
Stensvold et al., 2009b; Yoshikawa et al., 2009) e é provavel que os animais se infectem
consumindo &gua contendo cistos de Blastocystis sp. A deficiéncia na infra-estrutura nos
jardins zoolGgicos pode causar a contaminacdo da dgua e dos alimentos consumidos pelos
animais desempenhando um papel importante na transmissdo deste parasito no ambiente
do zoolégico, inclusive para os cuidadores de animais.

Segundo Parkar e colaboradores (2010), provavelmente, os cuidadores de animais
em zooldgicos adquiriram a infeccdo através do contato com a agua contaminada durante
as tarefas rotineiramente realizadas, como por exemplo, a limpeza das jaulas dos animais.
E, além do contato entre humanos e animais, é possivel que o contato entre os proprios
animais no zooldgico facilite a transmissao e circulacio de Blastocystis sp. E importante
mencionar que os dados gerados sobre os subtipos de Blastocystis sp. com animais de
zooldgico e de laboratorio devem ser interpretados com cautela, uma vez que estes
animais podem estar infectados com STs que estdo expostos em cativeiro, podendo ndo
ser o0 mesmo ST que circula em populagBes de primatas na natureza (Alfellani et al.,

2013b). E, além disso, os estudos de primatas em seu habitat natural sdo escassos.
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No que concerne os isolados de aves do estudo, a prevaléncia foi de 21%. Estudos
prévios realizados, incluindo o Brasil, relataram a ocorréncia de 34,6% e 95% neste grupo
de animais (Lee & Stenzel, 1999; Bergamo do Bomfim & Machado do Couto, 2013). As
galinhas domésticas, patos, gansos e avestruzes foram considerados reservatorios
potenciais de transmissdo de Blastocystis sp. a humanos (Noel et al., 2005; Stensvold et
al., 2009b; Alfellani et al., 2013; Cian et al., 2017). De fato, ST6 e ST7 foram concebidos
como os tipicos "subtipos aviarios" (Noel et al., 2005; Stensvold et al., 2007; Forsell et
al., 2012), porém nenhum dos dois isolados de aves analisados neste estudo foram
identificados como ST6 ou ST7. Nossos resultados mostram a ocorréncia de ST1 e ST5
em um ganso (Anser anser) e em uma galinha (Gallus gallus) coletados em um sitio em
S40 Pedro da Serra e em um sitio em Niter6i, respectivamente. E importante ressaltar que
ambos os cuidadores permitiam que as aves circulassem livremente durante o dia em
contato com outros animais, promovendo a circulagcdo de subtipos de Blastocystis sp.
entre os diferentes animais, além de manterem contato proximo com o fazendeiro e sua
familia.

Ademais, é importante ainda mencionar sobre a negatividade de amostras
provenientes dos felinos examinados no estudo. Estudos realizados com gatos domesticos
tém destacado a auséncia de Blastocystis sp. corroborando nossos resultados (Chuong et
al., 1996; Roberts et al., 2013). O mesmo ocorre com 0S cdes, cuja prevaléncia é
normalmente baixa, variando entre 1,3% e 14,5% (Ruaux & Stang, 2014; Wang et al.,
2013; Belleza et al., 2015; La Sala et al., 2015; Osman et al., 2015), tendo sido relatada
também a auséncia de infeccdo por Blastocystis sp em diversos trabalhos (Abe et al.,
2002; Roberts et al., 2013; David et al., 2015; Oliveira-Arbex et al., 2018).

Em relacdo ao Unico animal invertebrado analisado no estudo, as baratas, foram
obtidas apenas duas amostras positivas de Blastocystis sp., apesar do grande nimero de
espécimes fecais analisados. Para explicar esse achado, deve-se considerar a grande
diversidade na composicdo da microbiota intestinal desses insetos (Perez-Cobas et al.,
2015) que, possivelmente, comprometeu o crescimento de Blastocystis sp. nas culturas,
levando a competicdo nutricional e, consequentemente, a condi¢Ges inadequadas para o
desenvolvimento deste parasito. Assim, o Unico isolado de barata caracterizado no
presente estudo foi identificado como ST4, o que contradiz os achados de Yoshikawa e
colaboradores (2007, 2016), no qual os autores nao conseguiram identificar o subtipo e
relataram a presenca de um novo clado, que compreendia apenas os isolados de

Blastocystis sp. deste inseto. Portanto, o isolamento adicional de animais pecilotérmicos
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pode também ajudar na elucidacdo da diversidade genética deste parasito, tdo polimorfico
geneticamente (Yoshikawa et al., 2016).

E importante ainda salientar que todas as amostras de fezes do estudo foram
cultivadas em meio de cultura para o diagnostico do parasito. O cultivo de Blastocystis
sp. € uma tarefa complicada, sendo importante equilibrar o crescimento do parasito e de
bactérias (Clark & Stensvold, 2016). No entanto, a cultura in vitro ainda € considerada o
padrdo-ouro na deteccdo deste organismo, ao contrario do esfregaco fecal e da PCR
diretamente das fezes (Santos & Rivera, 2013). A deteccdo por PCR direto das fezes €
pouco sensivel (Termmathurapoj et al., 2004), tendo em vista que alguns acidos biliares
inibem a acdo da DNA polimerase, interferindo no processo de amplificacdo (Walderich
et al., 2007). Os inibidores fecais da PCR incluem polissacarideos complexos, sais
biliares, produtos da degradacdo da hemoglobina, compostos polifendlicos, dentre outros
(Stauffer et al., 2008).

De fato, algumas amostras nao foram amplificadas com este alvo, sobretudo os
isolados de répteis — uma espécie de jabuti coletado no Rio Zoo (9/9 - 100%) - de
marsupiais (12/21 - 57,1%) e de roedores (4/7 - 57,1%), além de 34 isolados (34/130 -
26,1%) de Sumidouro. Considerando que 0s répteis consomem matéria vegetal em suas
dietas (Moskovits & Bjorndal, 1990), este pode ser um fator importante para explicar o
porqué dos isolados deste grupo de animais ndo amplificarem.

Todavia, também ndo é descartada a hipGtese de serem novos subtipos,
principalmente em relagdo aos isolados de répteis. De acordo com Yoshikawa e
colaboradores (2016), a analise filogenética dos isolados de Blastocystis sp. de diferentes
répteis, incluindo jabutis, foram alocados a dois clados adicionais, ndo agrupando a
nenhum clado de subtipo conhecido até entfo. E relevante ainda mencionar que, quando
Santin e colaboradores (2011) desenharam os iniciadores que amplificam uma regiéo do
gene SSU-RNAr, os autores utilizaram poucos isolados de diferentes hospedeiros. Logo,
a existéncia de polimorfismo na regido de anelamento dos iniciadores também
impossibilitaria a amplificacdo do fragmento.

Ademais, é intrigante ainda pensar que uma amostra de humano da regido de
Sumidouro ndo tenha sido identificado o subtipo. A amostra 210 ndo agrupou a nenhum
clado dos subtipos conhecidos, embora pareca estar relacionada ao subtipo 7, assim como
também observado no método de distancia genética. Contudo, sdo necessarias analises
adicionais para confirmar a existéncia de um novo ST. Um caso semelhante foi relatado

em estudo realizado em seis paises da América do Sul, no qual foi observada a ocorréncia
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de “novel-ST”, incluindo no Brasil. Neste caso, a analise filogenética mostrou que 0s
“Novel-ST” desse estudo estavam relacionados a ST1 (Ramirez et al., 2016). Além disso,
recentemente, um estudo realizado na China identificou possiveis novos STs em cinco
isolados de diferentes animais. Através da reconstrucdo filogenética utilizando dois
métodos distintos, maxima verossimilhanca e distancia genética, os autores constataram
que os isolados ndo agruparam a nenhum subtipo conhecido, nomeando-os de ST18-ST22
(Zhao et al., 2017).

Até 0 momento, ndo existe um consenso muito bem definido sobre quéo diferente
uma sequéncia precisa ser para considerar que seja um novo subtipo. De acordo com
Stensvold (2013b), se uma sequéncia barcode de Blastocystis sp. ndo coincidir com as
depositadas no Genbank, apresentando percentuais de identidade inferiores a 97-98%, é
sugerido que o gene SSU-RNAr seja completamente sequenciado e submetido a analises
filogenéticas, incluindo pelo menos a andlise de distancia genética e de maxima
verossimilhanca. Segundo Clark (2013), uma sequéncia que difere no minimo em 4% de
outra pode ser considerada como um novo subtipo com confianca, mas se este valor for
menor que 1,5% é preciso ter cautela, sendo provavel que seja apenas o intervalo de
variacdo dentro de um ST conhecido. Por exemplo, a varia¢do genética dentro do subtipo
3 pode chegar a cerca de 3% (Clark, 2013). Porém, ainda assim, 0 autor sugere que as
sequéncias que apresentarem valores dentro deste intervalo de variacdo podem ser,
provisoriamente, atribuidos novos nimeros de subtipos, estando sujeitos a confirmacéo
em amostragem adicional. No entanto, se observarmos os gréficos de distancia genética
obtidos no presente estudo, € possivel perceber que esses valores sdo muito maiores do
que os descritos por Clark (2013). No caso de ST1 e ST3, a diferenca genética intra-
subtipos € de quase 10%, o que corresponde ao dobro do valor sugerido pelo autor. E se
considerarmos a diferenca genética entre os distintos subtipos, este valor chega a ser seis
vezes maior. Além disso, ao analisarmos os graficos de distancia genética das 17 cdpias
do SSU-RNAr, no qual foram comparadas as variabilidades genéticas entre as copias
utilizando as diferentes regides do gene, € possivel perceber certa variacdo entre elas. No
caso dos iniciadores desenhados por Santin e colaboradores (2011), a variabilidade
genética entre as cdpias atinge 3,5%, quase o valor sugerido por Clark (2013) para se
considerar novo subtipo. Em contrapartida, as regides descritas por Scicluna (2006) e
Parkar (2010) apresentaram percentuais mais baixos (1% e >2%, respectivamente). Estas

diferencas podem ser atribuidas pelas caracteristicas das regides escolhidas pelos autores,
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sendo algumas mais conservadas e outras mais variaveis, o que pode gerar resultados
dubios quando comparados.

A diversidade genética intra-STs parece variar drasticamente entre os subtipos.
As sequéncias de SSU-RNAr de ST4 sdo consideradas homogéneas geneticamente em
comparacdo as de ST3. Os autores sugerem que ST4 tenha sido inserido na populagédo
humana mais recentemente do que ST3, resultado este que pode ser suportado pela baixa
frequéncia de ST4 nesta populacdo, ao contrario de ST3 (Stensvold et al., 2011). De fato,
as reconstrucdes filogenéticas mostram os demais subtipos divergindo de ST3, sendo,
portanto, 0 mais antigo na escala evolutiva, justificando, inclusive, a maior prevaléncia
deste subtipo em estudos epidemiolodgicos.

Em um estudo feito comparando ST10 com os demais subtipos, a maior distancia
genética encontrada foi 14,8% quando comparado a ST7, em contrapartida foi observado
uma variacdo de 2,4% entre as proprias sequéncias de ST10. Estes resultados foram
obtidos utilizando os iniciadores desenvolvidos por Scicluna e colaboradores (2006). No
entanto, a mesma andlise também foi feita utilizando os iniciadores desenvolvidos por
Stensvold e colaboradores (2006), no qual os valores de distancia genética encontrados
foram completamente diferentes, compreendendo 11,9% e 0,4%, respectivamente
(Stensvold et al., 2009b). Assim, diferentes metodologias podem gerar resultados
controversos, 0 que evidencia ainda mais a necessidade de padronizacao de métodos para
a identificacdo de Blastocystis sp.

Ademais, 8,7% do total de amostras positivas para Blastocystis sp. foram
excluidas das analises, devido a baixa qualidade do sequenciamento, compreendendo
sequéncias curtas ou com multiplos picos irregulares com a mesma altura ou alturas
diferentes, sobrepostos uns aos outros. Este resultado poderia ser explicado por possiveis
problemas durante o sequenciamento das amostras, além de quantidade insuficiente de
DNA molde na reagéo de sequenciamento. Durante o processo de purificagdo do produto
amplificado, existem etapas de lavagem do produto em coluna contendo membrana de
silica, que pode levar a perda de parte do DNA. Considerando que ndo foram feitas
quantificacBes dos produtos da PCR apds a purificacdo, é provavel que parte dessas
amostras tinham, de fato, baixa quantidade de DNA, resultando em sequéncias de baixa
qualidade.

Em relacéo as infeccOes mistas, a prevaléncia relatada no presente estudo foi de
7,8% e 6,7% nos hospedeiros animais e humanos, respectivamente. As infeccdes mistas

sdo comuns em seres humanos e também ja foram relatadas em animais, porém néo sao
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identificadas por PCR convencional e sequenciamento (Li et al., 2007; Souppart et al.,
2009; Huelsenbeck et al., 2005; Meloni et al., 2011; Alfellani et al., 2013; El Safadi et al.,
2014; Wang et al., 2014; Scalan et al., 2015; Badparva et al., 2015; Helenbrook et al.,
2015). As infecgdes simples séo tipicamente relatadas, ao passo que infec¢cdes mistas séo
reportadas em menos da metade dos estudos, causando a subestimacdo dos dados e
comprometendo a validade dos resultados e a interpretacdo de estudos epidemioldgicos
(Alfellani et al., 2013).

E importante ainda salientar que, o conjunto de iniciadores comumente utilizados
para a deteccdo dos STs de Blastocystis sp. em amostras com infecgdes mistas €
insuficiente para os subtipos ja descritos na populacdo humana, tendo em vista que o
método permite a deteccdo de ST1 a ST7. E, além disso, apresentam baixa sensibilidade,
ja tendo sido relatado falhas na amplificac@o de isolados de Blastocystis sp. (Stensvold et
al., 2013a). Segundo Clark e colaboradores (2013), os iniciadores “subtipos-especificos”
amplificaram apenas um dos dois clados de ST4, ou seja, a especificidade dos iniciadores
ndo foi verdadeiramente explorada. Considerando que existe variabilidade intra-subtipos,
a amplificacdo das variantes dos STs poderia ser comprometida, o que justificaria a falha
na amplificagdo de alguns isolados no presente estudo. E relevante ainda destacar que a
falha na padronizacdo dos iniciadores STs-especificos (ST2, ST4 e ST5) pode ser
explicado pela utilizacdo de nomenclaturas distintas, tendo em vista que Yoshikawa e
colaboradores (2004) descreveram esta metodologia antes do consenso em relacdo a
terminologia de Blastocystis sp. em 2007 (Stensvold et al., 2007). Ao analisarmos 0s
subtipos que sédo amplificados pelos iniciadores descritos por Yoshikawa e colaboradores
(2004), ¢ possivel perceber que eles ndo sdo correspondentes a nova nomenclatura de
subtipos.

Outro ponto importante que deve ser considerado para a anélise das infeccdes
mistas no presente estudo € que, a presenca de mais de um subtipo pode ser resultado da
exposicdo repetida a material fecal contaminado cotidianamente, além do contato
proximo com multiplas fontes de infeccdo, como, por exemplo, outros animais e
humanos. Este fato foi observado nas populagdes estudadas, aumentando ainda mais a
complexidade nos estudos epidemioldgicos de Blastocystis sp.

Por fim, ao nosso conhecimento, as informacdes sobre a epidemiologia molecular
de Blastocystis sp. na América do Sul ainda séo escassas, principalmente em relacdo a
ocorréncia e caracterizacdo molecular deste parasito em diferentes hospedeiros e sua

diversidade genética. Nossos resultados revelaram grande diversidade de subtipos de
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Blastocystis sp., além de um possivel novo subtipo, reforcando a necessidade de
realizacdo de mais estudos sobre a sua diversidade. Quanto mais estudos sobre este tema
forem desenvolvidos, mais informagdes sobre variabilidade genética, regides
polimorficas serdo obtidas e, consequentemente, metodologias de identificacdo deste
parasito poderdo ser aprimoradas, melhorando a eficiéncia de deteccao.

Ademais, considerando a extensa variabilidade genética existente entre alguns
subtipos, é possivel inclusive, que sejam espécies distintas e que estas apresentem perfis
diferenciados de especificidade de hospedeiro, potencial zoonético e, sobretudo, de
viruléncia. Por exemplo, a distancia genética reportada entre duas espécies de amebas,
Entamoeba histolytica e E. distar, sabendo que a primeira é patogénica e a segunda, até
0 momento, € considerada comensal, € de 1,7% para esse mesmo alvo (Novati et al.,
1996). Se compararmos com a distancia genética obtida entre as proprias sequéncias de
ST3 (~10%) no presente trabalho, é possivel perceber que este valor é quase 6 vezes
maior. Assim, é provavel que a continua controvérsia sobre a patogenicidade de
Blastocystis sp., seja, em parte, devido aos estudos comparando variantes distintas deste
parasito. Desta forma, para reexaminar o papel de Blastocystis sp. na capacidade de causar
doenca ou ndo, seria necessario também levar em consideracdo essa diversidade genética.

Nosso trabalho foi o primeiro a gerar e analisar isolados de Blastocystis sp. de
hospedeiros animais no Brasil, sobretudo em distintos lugares do Estado do Rio de
Janeiro, Brasil. E notavel que ha uma consideravel sobreposicdo entre os subtipos e sua
distribuicdo nos hospedeiros, o que sugere a ocorréncia de transmissdo zoondtica e baixa
especificidade de hospedeiro. No entanto, € importante que se intensifiquem os estudos
eco-epidemioldgicos deste parasito, utilizando um maior nimero de amostras de
diferentes hospedeiros, principalmente no territdrio brasileiro. Desta forma, acreditamos
que esses achados poderdo auxiliar em estudos futuros que explorem ainda mais as
caracteristicas genéticas de Blastocystis sp. em diferentes hospedeiros no Brasil, além de
contribuir para a identificacdo mais eficiente das fontes de infeccdo, propiciando em
Gltima instancia, a melhor compreensdo dos aspectos bioldgicos deste parasito e

preenchendo as diversas lacunas no conhecimento sobre este organismo.
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6.2 Demais alvos moleculares

Recentemente, Poirier e colaboradores (2014) descreveram um novo marcador
que mostrou ser um alvo em potencial para a identificacdo dos subtipos de Blastocystis
sp. Este marcador esta localizado no gene da menor subunidade do RNA ribossdmico na
organela mitocondria-like (MLO-DNAr) deste parasito. Os genes mitocondriais evoluem
a taxas superiores aos genes nucleares, o que se torna uma vantagem para estudos de
taxons muito proximos evolutivamente (DeSalle et al., 1987; Monteiro & Pierce, 2001).
E, além de haver varias organelas por célula, o que facilita a subtipagem quando a carga
parasitaria é baixa, 0 MLO-DNAr existe em apenas uma coOpia no genoma circular,
diferentemente do SSU-RNAr (Wawrzyniak et al., 2008; Poirier et al., 2014), evitando
possiveis problemas de interpretacdo dos eletroferogramas.

Desta forma, para a analise comparativa dos alvos moleculares no presente estudo,
59 isolados previamente identificados pelo SSU-RNAr também foram caracterizados
pelo MLO-DNAr, dos quais 69,5% apresentaram resultados concordantes quanto aos
subtipos encontrados com ambos os alvos. Embora mais da metade dos isolados
analisados pertencam ao mesmo subtipo, € possivel observar percentuais de identidade
inferiores a 97%. Assim como o alvo SSU-RNAr, Stensvold e colaboradores (2012)
observaram que o0 MLO-DNAr também apresenta variabilidade genética intra-subtipos,
inclusive capaz de formar clados distintos dentro dos subtipos analisados. Devido a baixa
quantidade de sequéncias depositadas no banco de dados para este alvo, é provavel que
durante a busca no BLAST, a sequéncia obtida foi a mais proxima da nossa sequéncia,
justificando, portanto, o baixo percentual de identidade.

Em relacdo aos resultados discordantes observados no presente estudo,
compreendendo 28,8% das amostras comparadas com os alvos SSU-RNAr e MLO-
DNAr, € importante evidenciar que Poirier e colaboradores (2014) também relataram
resultados diferentes com ambos os alvos. Os autores encontraram oito isolados com
resultados diferentes e atribuiram a pequena quantidade de clones sequenciados (dois
clones) e, consequentemente, a falta de deteccdo de co-infecgbes. Assim, uma
justificativa plausivel para explicar o nimero de resultados discordantes no presente
estudo pode também ser atribuida a existéncia de infeccdes mistas, tendo em vista que a
clonagem molecular nédo foi realizada para confirmar ou descartar a existéncia da mesma.
Por exemplo, Meloni e colaboradores (2012) sequenciaram 50 clones de um isolado e

destacaram a presenca de trés diferentes subtipos (ST2, ST3 e ST4), com dominéncia
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quantitativa de ST3 em relacdo a ST4 e ST2. Neste caso, 0 numero de clones utilizado
pelos autores foi suficiente para detectar a infec¢do mista por trés subtipos, embora ndo
se saiba, até 0 momento, uma quantidade ideal de clones para este tipo de anélise. Desta
forma, é importante que se realize estudos objetivando definir um ndmero suficiente de
clones para serem sequenciados, considerando ainda a dominancia de alguns subtipos
sobre 0s outros, a fim de que se possa estudar a ocorréncia de infec¢bes mistas em uma
populacédo, sem a subnotificacdo de certos subtipos.

Em relacdo ao espagador transcrito interno, este inclui duas regides: ITS-1 e ITS-
2, separados pelo gene RNAr 5.8S. Estas regides evoluem mais rapidamente do que
regides codificadores, uma vez que substituicbes que ocorrem em espagadores podem ser
consideradas mutac@es neutras, sem quaisquer restri¢cdes (Villalobos et al., 2014). Para
diferenciacéo entre espécies, as regides de ITS1-2 do DNAr séo consideradas excelentes
marcadores, principalmente no caso de parasitos eucariotos (Pelandakis et al., 2000).
Recentemente, a analise de ITS1-2 identificou duas variantes de subtipo 1 de Blastocystis
(Villalobos et al., 2014), previamente descritas pela analise da sequéncia de cddigo de
barra (Ramirez et al., 2014).

Sendo assim, para este estudo, foi realizada a analise deste alvo, a fim de obter o
resultado comparativo da subtipagem dos isolados com os diferentes alvos. No entanto, é
importante ressaltar que existe apenas dois trabalhos publicados sobre a caracterizacédo de
isolados de Blastocystis sp com ITS1-2 (Villalobos et al., 2014; Compean et al., 2018).
Além disso, Villalobos e colaboradores (2014) encontraram apenas o0s subtipos 1, 2, 3 e
somente uma sequéncia de ST7. Desta forma, se torna inviavel a comparacdo dos
resultados dos demais alvos moleculares, tendo em vista a pouca quantidade de
sequéncias depositadas no Genbank. Por esse motivo, a maioria do percentual de
identidade das sequéncias deste alvo foi baixa no BLAST, provavelmente por serem
subtipos que ndo estdo depositados no banco de dados. Assim, Sd0 necessarios mais
estudos utilizando o marcador ITS1-2 para aumentar o nimero de sequencias dos demais
subtipos para futuras analises comparativas.

Nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem se interessado cada vez mais por
estudos relacionados a epidemiologia molecular de Blastocystis sp. Entretanto, ainda
existem muitas lacunas no conhecimento sobre este parasito, como o modo de
transmisséo, patogenicidade, especificidade do hospedeiro, ciclo de vida e sua biologia.
E importante considerar que os dados ainda sio surpreendentemente inconclusivos, e em

Varios casos, contraditérios, devido, principalmente, a falta de padronizagdo de uma
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metodologia de identificacdo deste organismo. Desta forma, se faz necesséario o
desenvolvimento de mais estudos com o intuito de estabelecer um método-padrao de
deteccdo e caracterizagdo de Blastocystis sp., que possa fornecer informagoes
contundentes acerca da sua taxonomia. Nesse momento, é primordial entender a
variabilidade intra e inter subtipos, sem o viés dos diferentes alvos utilizados na literatura,
para que se possa compreender se 0s subtipos sdo espécies distintas ou sdo apenas
variantes/cepas do mesmo subtipo. Assim, uma vez conhecida essa heterogeneidade
genética de Blastocystis sp., estudos sobre potencial patogénico e zoondtico, assim como
associacdo a doencas e outras importantes questdes sobre a sua biologia poderao fornecer

resultados mais confiaveis e especificos.
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VII.

CONCLUSOES

A partir da caracterizagdo molecular de isolados de Blastocystis sp de
diferentes hospedeiros e regides do estado do Rio de Janeiro, nossos
resultados relatam, de forma substancial, a diversidade genética deste
organismo;

Os subtipos 1-4 foram detectados em ambas as populacdes humanas
estudadas, sendo o primeiro relato de ocorréncia de ST4 em humanos no
Brasil;

ST8 foi detectado na populacdo humana e em duas espécies de animais
na regido de Sumidouro, sugerindo a transmissdo zoondtica;

O subtipo mais prevalente em ambas as popula¢ées humanas foi o subtipo
3;

A divergéncia genética de um isolado em relagdo aos subtipos descritos
suporta a hipétese de que constitua um novo subtipo a ser descrito;

Esta foi a primeira investigagéo e caracterizagcdo molecular de isolados de
Blastocystis sp. oriundos de hospedeiros animais no Brasil;

E o primeiro relato da identificacio do subtipo 8 em roedores, do ST1 em
marsupiais, do 4 e 8 em suinos e do subtipo 4 em barata (Blatella
germanica/Periplaneta americana) na literatura;

Através da deteccdo de diferentes subtipos em hospedeiros animais e
humanos, é notavel que existe uma sobreposicdo entre os subtipos de
Blastocystis sp. nos diferentes hospedeiros, denotando baixa
especificidade;

Considerando os altos percentuais de distancia genética observados entre
0s subtipos de Blastocystis sp, é possivel assumir que sao espécies
distintas;

ST1 e ST3 sdo os subtipos que apresentam maior variabilidade intra-STs;
A subtipagem dos isolados de Blastocystis sp. com os alvos MLO-DNAr,
SSU-RNAr e IT1-2 produziram resultados discordantes.
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Ndmero de

ST acesso Referéncia
(Genbank)
1 AB070993.1 Arisue et al. 2003
1 AB107968.1 Abe 2004
1 AM779059.1 Ozyurt et al. 2008
1 GU992415.1 Banaticla & Rivera 2011
1 KF242020.1 Bart et al. 2013
1 KF242028.1 Bart et al. 2013
1 KF242029.1 Bart et al. 2013
1 HQ641598.1 Santin et al. 2011
1 HQ641637.1 Santin et al. 2011
1 HQ641638.1 Santin et al. 2011
1 HQ641639.1 Santin et al. 2011
1 HQ641641.1 Santin et al. 2011
1 KC294174.1 El Safadi et al. 2013
1 KF306282.1 Abdulsalam et al. 2013
1 KF306285.1 Abdulsalam et al. 2013
1 KM116062.1 Sanpool et al. 2015
1 KM213445.1 Villalobos et al. 2014
1 KM213447.1 Villalobos et al. 2014
1 KU147328.1 Villegas-Gomez et al. 2016
1 KU147347.1 Villegas-Gomez et al. 2016
1 KU147344.1 Villegas-Gomez et al. 2016
1 KX358428.1 Sanpool et al. 2017
1 KX358439.1 Sanpool et al. 2017
1 KX358440.1 Sanpool et al. 2017
1 JQ665866.1 Thathaisong et al. 2013
2 AB070987.1 Avrisue et al. 2003
2 AM712468.1 Stensvold et al. 2007
2 AM779050.1 Ozyurt et al. 2008
2 AM779052.1 Ozyurt et al. 2008
2 EU445487.1 Rivera et al. 2008
2 EU445491.1 Rivera et al. 2008
2 HQ641599.1 Santin et al. 2011
2 HQ641602.1 Santin et al. 2011
2 HQ641604.1 Santin et al. 2011
2 HQ641605.1 Santin et al. 2011
2 HQ641645.1 Santin et al. 2011
2 HQ641654.1 Santin et al. 2011
2 HQ641655.1 Santin et al. 2011
2 KF242000.1 Bart et al. 2013
2 KF242031.1 Bart et al. 2013
2 KF242033.1 Bart et al. 2013
2 KF242034.1 Bart et al. 2013
2 KF242037.1 Bart et al. 2013
2 KF306290.1 Abdulsalam et al. 2013
2 KU147358.1 Villegas-Gomez et al. 2016
2 KU147360.1 Villegas-Gomez et al. 2016
2 KF306292.1 Abdulsalam et al. 2013
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2 KX358437.1 Sanpool et al. 2017

3 AB070992.1 Arisue et al. 2003

3 AF408425.1 Yoshikawa et al. 2004

3 AF408426.1 Yoshikawa et al. 2004

3 AM779023.1 Ozyurt et al. 2008

3 AM779044.1 Ozyurt et al. 2008

3 AY135402.1 Noel et al. 2003

3 EU679346.1 Whipps et al. 2010

3 HQ641607.1 Santin et al. 2011

3 HQ641609.1 Santin et al. 2011

3 HQ641611.1 Santin et al. 2011

3 HQ641650.1 Santin et al. 2011

3 HQ641656.1 Santin et al. 2011

3 JX132219.1 Hamad et al. 2012

3 KC294189.1 El Safadi et al. 2013

3 KF242061.1 Bart et al. 2013

3 KF242063.1 Bart et al. 2013

3 KF242066.1 Bart et al. 2013

3 KF242068.1 Bart et al. 2013

3 KF242069.1 Bart et al. 2013

3 KC138681.1 Engsbro & Stensvold 2012
3 KC294196.1 El Safadi et al. 2013

3 KU147369.1 Villegas-Gomez et al. 2016
3 KU147380.1 Villegas-Gomez et al. 2016
3 KU147384.1 Villegas-Gomez et al. 2016
3 KU147396.1 Villegas-Gomez et al. 2016
3 KT438703.1 Yoshikawa & Iwamasa 2016
3 KU147382.1 Villegas-Gomez et al. 2016
3 KX234625.1 Noradilah et al. 2017

4 HQ641621.1 Santin et al. 2011

4 HQ641622.1 Santin et al. 2011

4 HQ641652.1 Santin et al. 2011

4 JN682513.1 Stensvold et al. 2012

4 KX351987.1 Sanpool et al. 2017

4 KX352026.1 Sanpool et al. 2017

5 AB091249.1 Avrisue et al. 2003

5 HQ641630.1 Santin et al. 2011

5 KF410602.1 Fayer et al. 2014

5 KF410603.1 Fayer et al. 2014

5 KF410611.1 Fayer et al. 2014

5 KF410608.1 Fayer et al. 2014

5 KF410610.1 Fayer et al. 2014

5 KF410595.1 Fayer et al. 2014

5 KF410597.1 Fayer et al. 2014

5 KF410605.1 Fayer et al. 2014

5 KF410609.1 Fayer et al. 2014

5 KX234613.1 Noradilah et al. 2017

6 AB107972.1 Abe 2004

6 AB091242.1 Avrisue et al. 2003

6 AB091243.1 Avrisue et al. 2003
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6 AB091236.1 Arisue et al. 2003

6 AB091237.1 Arisue et al. 2003

6 AB091238.1 Arisue et al. 2003

6 AY135411.1 Noel et al. 2003

6 EU445485.1 Rivera et al. 2008

6 HQ641658.1 Santin et al. 2011

6 HQ641659.1 Santin et al. 2011

6 JQ665850.1 Thathaisong et al. 2013

7 AB070991.1 Arisue et al. 2003

7 AB091239.1 Arisue et al. 2003

7 AY590109.1 Noel et al. 2005

7 KF447157.1 Poirier et al. 2014

7 KF447158.1 Poirier et al. 2014

7 KF447159.1 Poirier et al. 2014

7 KF447160.1 Poirier et al. 2014

7 KF447161.1 Poirier et al. 2014

7 KF447162.1 Poirier et al. 2014

7 KF447163.1 Poirier et al. 2014

7 KF447164.1 Poirier et al. 2014

7 KF447165.1 Poirier et al. 2015

7 KF447166.1 Poirier et al. 2016

7 KF447167.1 Poirier et al. 2017

7 KF447168.1 Poirier et al. 2018

7 KF447169.1 Poirier et al. 2019

7 KF447170.1 Poirier et al. 2020

7 KF447171.1 Poirier et al. 2021

7 KF447172.1 Poirier et al. 2022

7 KF447173.1 Poirier et al. 2023

8 AB107971.1 Abe 2004

8 EU679348.1 Whipps et al. 2010

8 JQ974945.1 Petrasova et al. 2011

8 KX234613.1 Noradilah et al. 2017

8 KX234601.1 Noradilah et al. 2017

8 KX234612.1 Noradilah et al. 2017

9 AF408425.2 Yoshikawa et al. 2004

9 AF408426.2 Yoshikawa et al. 2004

9 KC138681.1 Engsbro & Stensvold 2012

9 KT438703.1 Yoshikawa & Iwamasa 2016
Proteromonas lacertae U37108.1 Leipe, 1997
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Abstract

Despite Blastocystis being one of the most common parasite in the gastrointestinal tract of human, its role in disease remains
inconclusive and its pathogenic potential is still a topic of discussions. However, it has been suggested that its pathogenicity could be
directly related to its extensive genetic diversity. There are reports on its ability to cause disease, but none of them has shown a clear
correlation between clinical symptoms and subtype. The scenario emerging from this enigmatic parasite, show us a large bottleneck
in our knowledge, there is a deficit of basic information about the biology of the parasite, life cycle and the poor performance of ani-
mal models used, besides questions involving its zoonotic potential, taxonomic aspects and diagnostic. This review summarizes the

current the state of the art on Blastocystis spp.

Keywords: Blastocystis; Subtypes; Intestinal Parasite; Blastocystosis; Genetic Diversity

Introduction

Blastocystis sp. is one of the most common parasite in the gastrointestinal tract of humans, often more common than other intestinal
parasites such as Entamoeba histolytica-Entamoeba dispar complex, Cryptosporidium, and Giardia lamblia [1-3]. This parasite is cosmo-
politan and its prevalence has been estimated at 1.5% to 10% in industrialized countries [4] and 30% to 76% in developing countries
[5,6]. Nonetheless, much is still unknown regarding its biology and its role in disease. This is largely due to difficulties in identification
of Blastocystis, related to the high polymorphism of this parasite, and to the lack of standardized and sufficiently sensitive detection or
diagnoses methods.

Blastocystis prevalence is higher in areas lacking in sanitation infrastructure, especially drinking water and sewage, which led the
World Health Organization (WHO) to include Blastocystis in its Water Sanitation Health program for control of tropical diseases in 2008.
Blastocystis have been isolated not only in wastewater, but also in drinking water distribution system [7,8]. The source of infection of
Blastocystis and mode of transmission have not been definitively established. Although it is currently proposed the mode of transmis-
sion is fecal-oral ingestion of food and water contaminated with cystic forms [9], the lack of personal and collective hygiene and care
in the preparation of food, and direct contact with animals promote its transmission [7,10]. In Brazil, epidemiological studies aimed at
other enteroparasites have demonstrated a high prevalence of Blastocystis sp. in all geographic regions. However, there are no studies
on the occurrence of Blastocystis in different hosts or on genotypes circulating in the Brazilian territory. The molecular epidemiology of
Blastocystis infections is still unknown in many parts of the world.

Overview of Blastocystis spp Hosts, Diversity and Taxonomic Classification

Blastocystis spp. occur in a variety of animals, including pigs, cattle, horses, non-human primates, birds, amphibians, reptiles, fish,

arthropods, and annelids [11-16], indicating high host plasticity. One current classification places the genus Blastocystis in the kingdom
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Chromista, subkingdom Chromobiota, infrakingdom Heterokonta, subphylum Opalimata, class Blastocystea [17,18], but the taxonomic
position of Blastocystis remains controversial [14]. For many years, the parasite found in human feces was named Blastocystis hominis,
but recent research suggests referring to Blastocystis from humans as Blastocystis sp., and isolates from other hosts as Blastocystis spp.
Molecular studies based mainly on analysis of partial sequences of the small subunit ribosomal DNA (SSU-rDNA), as well as other partial
sequences (SSU-rDNA of a similar like mitochondria like organelle, internal transcribed spacers (1 and 2) plus the 5.8S region and elonga-
tion factor-1 alpha) have shown that Blastocystis sp. has large genetic variability [19,20]. However, discrepant results were observed when
different molecular markers were used for subtyping [21]. Currently, sequence analysis identified 17 subtypes, nine of which (ST1-ST9)
found both in humans and animals [14,22], while the hosts of the other eight subtypes (ST10-ST17) are exclusively non-human. ST1 and
ST3 have a high prevalence in humans [12], with ST3 the most prevalent [23], ST2 and ST4 regularly detected [24], and ST5-ST9 sporadi-
cally detected in humans. Subtypes circulating among animals and humans (ST1-ST9) show low host specificity, enabling transmission
from animals to humans and vice versa [4], Thus, transmission may occur through human-to-human, animal-to-human, and possibly,
human-to-animal transmission [25-27]. Blastocystis spp. were found in captive animals and their caregivers, and infection rates among
these professionals are significantly higher than in the general population [14,15]. Further study of the genetic variability of Blastocystis
spp.- may contribute to a better understanding of their biology, taxonomic position, and connection with other potential pathogenic and

zoonotic organisms, and to the identification of the subtypes circulating in an area.

Morphology and Reproduction Forms

The parasite is generally spherical in shape and contains multiple nuclei, mitochondria like organelles, Golgi apparatus, lysosomes, and
endoplasmic reticulum into a thin rim of cytoplasm surrounding the large central vacuole that often contains several granules. Although
Blastocystis spp. are highly polymorphic organisms, isolates from humans and animals are morphologically similar [22,28]. To date, the
following forms have been described: vacuolar, granular, amoeboid, multivacuolar, and cystic avacuolar [15,29]. Variation in size, shape
and type of form of the parasite depends on the particular subtype, and the age and culture conditions [26] and there is no precise defi-
nition of each of these forms. Moreover, little is known about the transition from one morphological form to another along the life cycle
[30,31] or in fact, about the life cycle and mode of transmission, which, so far, has only been demonstrated in the cystic form of the parasite
[26,28]. Different life cycles were proposed for the species [26,32,33], probably due to the different types of reproduction of the parasite:
binary division, endodyogeny, budding, plasmotomy and schizogony. In binary division, the mother cell splits into two identical daughter
cells, while, in endodyogeny, the central vacuole of mother cell divides into two smaller cells forming a new membrane between the vacu-
oles of the two new cells. In budding, an outgrowth at a particular site of the cell develops into to a new cell, whereas, in plasmotomy, a
prolongation of the plasma membrane separates into another cell. Lastly, schizogony occurs when a large cell with several core-like struc-

tures gives rise to other small cells. Binary division, endodyogeny and budding occur in feces, and plasmotomy and schizogony in culture.

Pathogenic Potential of Blastocystis spp

The pathogenic potential of Blastocystis spp. is still a topic of debate, as some individuals are asymptomatic [3]. Gut microbiota rep-
resent a relevant factor that may strongly interfere with the pathophysiology of the infections. The Blastocystis-intestinal microbiota
relationship is poorly understood and investigated. For example, analyzes of meta-genomic data have revealed Blastocystis is highly as-
sociated with certain bacterial communities [34-36]. However, another metagenomic study support the hypothesis Blastocystis is associ-
ated with decrease of fecal microbiota protective bacteria and might be linked to the pathophysiology of Irritable Bowel Syndrome with
constipation and intestinal flora imbalance [37]. Metagenomic analyzes, thus far point towards the need to discover whether bacterial
community structure and function contributes Blastocystis colonization or vice versa. Moreover, it does raise a question ‘can Blastocystis

induce disease or contribute to dysbiosis or could Blastocystis merely serve as a biomarker of microbiota homeostasis’.

A positive correlation between protease activity and virulence has been demonstrated for a range of parasites including isolates of
Blastocystis. Experimental studies suggest a relationship between subtypes and pathogenicity. For instance, the interaction of Blastocystis

ST4 with rat intestinal epithelial cells (IEC6) caused apoptosis [38]. Conversely, interaction with a Blastocystis ST4 mouse isolate caused
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no changes to cells from human epithelial cell line Caco-2, whereas an ST7 human isolate caused epithelial barrier dysfunction [39]. An
in vitro experimental model developed to investigate the interaction of Blastocystis with epithelial cells of different lineages showed that
the parasite can have immunomodulatory effects, including degradation of IgA, inhibition of iNOS, and upregulation of proinflammatory
cytokines IL8 and GM-CSF in intestinal epithelial cells, and of IL1{, IL6, and TNFa. Interactions with epithelial cell lines HT-29 and T-84
induced a significant increase in the release of cytokine IL-8 [40]. Additionally, the interaction of the parasite with epithelial cell line CHO
correlated with a cytopathic effect [41]. However, Souppart and colleagues argue the infection is not associated with specific subtypes, but
has multifactorial causes involving transmission routes, other potential pathogenic and zoonotic parasites, and the host immune profile
[42]. Studies in rodent models and naturally infected pigs have shown that the parasite localizes to the lumen and mucosal surface of the

large intestine mostly in the caecum and colon [43,44].

The lack of animal models to study experimental infection is a major bottleneck to study the pathogenicity of the parasite. It should be
pointed out, however, that most studies were performed using different methodologies, making a comparative analysis of results across
studies challenging. Thus, the validity of the data used to determine the pathogenic potential of Blastocystis should be questioned, as the

different results across studies may have been due to differences in the diagnostic methods used.
Diagnosis and Their Limitations

Laboratory diagnosis depends on parasitological examination, using morphological criteria for the main Blastocystis forms. While
direct examination of stool is a rapid and low-cost method, it has low sensitivity, as the presence of fecal debris makes it difficult to view
the internal structures of the parasite. Thus, diagnosis usually employs techniques for concentration of the parasites by spontaneous
sedimentation, such as the spontaneous sedimentation method of Hoffman, Pons & Janer (HPJ), or by centrifugation, such as the Ritchie
technique. The highest diagnostic sensitivity is achieved by stool culture, but this is a laborious and time-consuming technique [19,45-46].
In short, there is currently no consensus on the best diagnostic method to be used. This, together with the polymorphism of the parasite
and inexperience in morphological identification by many in the field is responsible for the conflicting results between different stud-
ies [47]. Understanding the dynamics of morphological variations of the parasite is essential for the development of accurate diagnostic
methods, and to obtain reliable epidemiological data for the evaluation of the pathogenicity profile of and therapeutic efficacy against the

parasite. So far, few studies have compared the sensitivity of different diagnostic methods for the identification of Blastocystis in feces.

Clinical Presentation and Treatment

Frequent clinical manifestations of blastocystosis (the infection caused by Blastocystis sp.) include abdominal pain, anal itching, flatu-
lence, meteorism, nausea, vomiting, diarrhea, and eosinophilia [11], although infected individuals may be asymptomatic. Studies report-
ing rates of up to 73% of infection by Blastocystis in individuals with irritable bowel syndrome (IBS) [5,47] suggest a role for this parasite
in the pathogenesis of IBS, a disease whose prevalence ranges from 35% to 45% in developing countries (36), and 5% to 24% in indus-
trialized countries [49]. IBS may result from infection by Blastocystis [3], as Blastocystis antigens can cause inflammation in the intestinal
mucosa [50] or the changes caused by IBS may create favorable conditions for development of the parasite in the intestinal tract [50]. The
role of Blastocystis in IBS remains inconclusive, mainly due to our limited knowledge about the pathogenic potential and biology of this

parasite.

Although considered an opportunistic pathogen in immunosuppressed individuals [51], a number of reports that have identified
Blastocystis outside the gastrointestinal tract in immunocompetent patients support the proposal that this pathogen has invasive po-
tential [45]. Blastocystis sp. was found in ulcerations of the mucosa without evidence of other causes [52], in appendicitis conditions
associated with organ lumen obstruction by Blastocystis sp. [53], and in the synovial fluid of a patient with arthritis who experienced full
resolution of clinical symptoms after treatment with metronidazole [9]. Indeed, recurrent episodes of arthritis caused by Blastocystis have
been described in immunocompetent individuals [54]. Additionally, Blastocystis subtype 3 was identified in the appendix, recto-uterine

pouch, and peritoneal fluid of a nine-year old child [48], and in splenic cysts in a young immunocompetent woman [55]. Blastocystis infec-
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tion may also associate with urticaria in immunocompetent individuals [56]: several reports describe association of Blastocystis with skin
rashes [57], albeit without establishing causality. The detection of the parasite in extraintestinal sites indicates that it is able to evade the

immune system and settle in sites unfavorable for its development, considering that it preferentially parasitizes the gastrointestinal tract.

Currently, there is no consensus on what the most effective treatment is for Blastocystosis. A variety of agents that target anaerobic or-
ganisms or other protozoan parasites (Nitazoxanide, tinidazole, ornidazole, secnidazole, ketoconazole, pentamidine, quinine, iodoquinol,
emetine, paromomycin and Sulphamethoxazole-trimethoprim) [50] have all been used, but metronidazole is most common treatment
[58], with efficiency rates ranging from 33 to 100% depending on the dose administered. Its mode of action has not been fully elucidated

[20]. Paromomycin has shown superior efficacy to metronidazole to treat Blastocystosis [59].

Concluding Remarks

This review examined the current state of scientific knowledge about Blastocystis. Several aspects about this protist, considered an
emerging parasite, remain enigmatic, such as questions involving its role as a pathogen, zoonotic potential, taxonomic aspects life-cycle.
The standardization of sensitive and specific diagnostic methods and the development of new animal models need to be addressed in

order to provide a clearer picture of Blastocystis sp. biology and how these infections may impact global health.
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specific PCR using sequence-tagged-site (STS) primers.
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Background: Blastocystis is a cosmopolitan protist parasite found in the human gastrointestinal tract and is highly
prevalent in developing countries. Recent molecular studies have revealed extensive genetic diversity, which has
been classified into different subtypes (STs) based on sequence analysis of small subunit ribosomal RNA gene.
Blastocystis is one of the most common fecal parasites in Brazil, but the diversity of subtypes remains unknown in
the country. This study aimed to determine the distribution of Blastocystis STs in an urban community in Dugue de

Methods: A total of 64 stool samples positive for Blastocystis in Pavlova's medium were subtyped by PCR and
sequenced using primers targeting the small subunit rRNA gene, in addition to phylogenetic analysis and subtype-

Results: Endolimax nana (14%), Entamoeba complex (10.5%), Taenia sp. (0.6%), Trichuris trichiura (1.3%) and
Enterobius vermicularis (1.3%) were detected in Blastocystis-positive samples. Of the 64 samples tested by PCR/DNA
sequencing, 55 were identified as ST1 (42%), ST3 (49%), ST2 (7%) and ST4 (2%), and the presence of mixed ST

(ST1 + ST3) infection was detected in nine samples (14%).

Conclusions: DNA sequencing and phylogenetic analysis of Brazilian Blastocystis isolates identified four different
subtypes. To our knowledge, this study provided the first genetic characterization of Blastocystis subtypes in an
urban area of Rio de Janeiro, Brazil. We also identified ST4 for the first time in Brazil. Further studies are necessary to
determine the distribution of STs across human populations in Rio de Janeiro.

Background

Blastocystis spp. are strictly anaerobic unicellular organ-
isms that inhabit the gastrointestinal tract of humans as
well as other mammals, birds, amphibians, reptiles, fish,
arthropods and annelids [1-9]. Blastocystis is a cosmo-
politan enteric protist estimated to infect over one
billion people worldwide [10]. However, its prevalence
rates vary widely between countries and between regions
within the same country [11, 12], possibly reaching 30%
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in industrialized countries and 30-76% in developing na-
tions [13-18]. In the latter, high prevalence rates may be
directly related to educational deficits, poor socioeco-
nomic status, and sanitary conditions [19-22]. Neverthe-
less, high rates of infection are also observed in developed
countries, especially among individuals who work with an-
imals [6, 7, 23]. Previous studies have reported that the
transmission of Blastocystis is fecal-oral, and as a result
the protist was included in the Water Sanitation and
Health program of the World Health Organization [24].
Although Blastocystis is an emerging intestinal parasite
[25], its pathogenic potential remains unclear [24].
Diagnostic limitations, extensive genetic diversity, poor
understanding of the host-parasite relationship, and the
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lack of an experimental model represent major bottle-
necks in elucidating the clinical significance and patho-
genesis of Blastocystis. After infection (blastocystosis),
not all persons develop the clinical disease, for which
common symptoms include chronic or acute diarrhea,
abdominal pain, flatulence, anorexia, nausea and vomit-
ing [26-28]. One case of enteroinvasive blastocystosis
diagnosed by histopathological analysis of biopsies
showed Blastocystis in ulcers in the cecum, transverse
colon and rectum of an immunocompetent individual,
indicating that the parasite has invasive potential [29]. In
addition, a case of appendicitis associated with appendix
lumen obstruction caused by Blastocystis has also been
reported [30]. Blastocystis subtype 3 (ST3) was detected
in the appendix, recto-uterine pouch, and peritoneal
fluid of a nineyear-old child [31] and in splenic cysts of
an immunocompetent woman [32]. Other studies have
reported extraintestinal manifestations including arthritis
(with full resolution of clinical symptoms after metro-
nidazole treatment) and recurrent episodes of arthritis in
immunocompetent individuals [33]. Additionally, several
studies suggest an association of Blastocystis with urti-
caria and skin lesions in immunocompetent individuals
[34, 35]. These findings provide strong evidence of the
ability of Blastocystis to migrate to extraintestinal sites
and of its pathogenic potential. Moreover, some epi-
demiological surveys have suggested a strong association
between irritable bowel syndrome (IBS) and Blastocystis,
but this association has been questioned [36, 37].

Molecular analyses of the small-subunit ribosomal
RNA have revealed extensive genetic diversity in the
species. To date, 17 subtypes have been described (ST1-
ST17), nine of which (ST1-ST9) are found both in
humans and animals, while the others are exclusively
found in animals [8, 38]. These subtypes have not been
characterized as species, have low host specificity, and
were isolated from humans and various animal hosts
[39]. In humans, the most frequently detected subtype is
ST3, followed by ST1, ST2, and ST4, whereas ST5-ST9
are rarely found [9, 40]. Genetic diversity varies dramat-
ically among Blastocystis subtypes, which are not only
separated by significant genetic distance [7, 39] but
also differ in levels of intra-subtype variation [41].
Thathaisong et al. [42] detected polymorphisms in Blasto-
cystis ST1 and created ST1/variant, while Melloni et al.
[43] observed substantial intra-ST diversity in ST3 isolates
and genetic homogeneity in ST4 isolates.

So far, studies have revealed the existence of genetic
variability [44—47]. However, studies on Blastocystis di-
versity remain scarce in Brazil, where only three studies
have been conducted to date [14, 48, 49]. To address this
shortcoming, systematic studies focused on characteriz-
ing different isolates are necessary. In this study we
report the molecular identification of four subtypes of
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Blastocystis in a Brazilian population. This study is the
first to thoroughly investigate the diversity of Blastocystis
subtypes in an urban community in Rio de Janeiro,
Brazil. Our findings may be relevant to identifying
sources of infection and potential routes of transmission
of the parasite.

Methods

A coproparasitological study was conducted at the
Center for Psychosocial Care (CAPS), a day-care hospital
for the mentally ill in Duque de Caxias, Rio de Janeiro,
Brazil.

Participation was voluntary and people could with-
draw from the study at any time. To guarantee ano-
nymity, each study participant was given a unique
identification number. At the end of the study, all
participants identified with enteric parasitic pathogens
received proper antiparasitic drugs for treatment.
Treatment was not offered to individuals infected
with Blastocystis, because its pathogenic potential is
still a topic of debate.

After written consent was obtained, fecal material
from each participant was collected in a flask and trans-
ported to the laboratory. Unpreserved stool samples
were requested and collected. A total of 180 unpreserved
stool samples were collected at home from non-selected
patients (n = 80) and their family members (n = 100),
and kept at 4 °C and transported in ice packs to the
Parasitology Laboratory at Oswaldo Cruz Foundation.
Fresh unpreserved stool samples were fractionated into
two aliquots upon receipt.

For parasitological analysis, one aliquot was proc-
essed using a spontaneous sedimentation technique
(the Lutz technique or the Hoffman, Pons and Janer
technique). Stool samples diluted in water were fil-
tered through a gauze strip into a conical cup and
subsequently submitted to sedimentation in tap water
for 2 h [50]. The concentrated sample was analyzed
by wet mounts and stained through an iodine staining
procedure. In this study, we did not search for viruses
or bacteria.

Direct cultivation of Blastocystis from the aliquot of
stool samples was performed using Pavlova’s medium
(1.29 g/l of sodium phosphate dibasic, 0.42 g/l of
potassium phosphate monobasic, 7.27 g/l of sodium
chloride and 1.46 g/l of yeast extract) supplemented
with 10% adult bovine serum (ABS) and penicillin-
streptomycin (1000 IU/ml and 500 pg/ml, respect-
ively) and incubated at 37 °C [51]. Screening of
Blastocystis cultures was performed using a standard
light microscopy in the first seven days of incubation.
When typical forms of the parasite were observed,
Blastocystis culture aliquots were frozen at -20 °C
until used for DNA extraction.
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Molecular characterization

Total DNA of each isolate was extracted from each cul-
ture of Blastocystis suspension using the Qiamp DNA
Stool Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to
manufacturer’s recommendations. DNA was stored at
-20 °C until use. To amplify segments from an approxi-
mately 500 bp fragment of genus-specific small subunit
ribosomal DNA (SSU rDNA), we used the following
primers: forward Blast 505-532 (5'-GGA GGT AGT
GAC AAT AAA TC-3") [52] and reverse Blast 998-1017
(5'-TGC TTT CGC ACT TGT TCA TC-3’), following
the protocol described by Santin et al. [8]. The PCR re-
action was performed in a final volume of 50 pl and each
reaction contained 100 mM of Tris-HCl (pH 9.0),
500 mM of KCl, 1.5 mM of MgCl,, 200 uM of each
dATP, dGTP, dCTP, and dTTP; 0.2 pM of primer; 1.5 U
of Tuq DNA polymerase (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), 0.05% of bovine serum albumin
(BSA); and 5 pl of the DNA sample. Cycle conditions
were an initial activation step at 95 °C for 5 min,
followed by 35 cycles at 95 °C for 30 s, 55 °C for 30 s,
and 72 °C for 2 min, with a final extension step at 72 °C
for 7 min. PCR amplification reactions were performed
in a Veriti™ 96-well thermal cycler (AB Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA). PCR products were elec-
trophoresed in 1.5% agarose gels in a tris-borate EDTA
buffer, stained with Gelred (Biotium Inc., Hayward, CA,
USA), and photographed under UV transillumination.
Amplicons were purified using the Wizard® SV gel and
PCR Clean-Up System kit (Promega, Madison, WI,
USA) and sequenced in both directions using the PCR
primers. DNA cycle sequencing reactions were per-
formed using the BigDye® Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) and loaded in the
ABI 3730 Sequencing Platform. Bi-directional sequences
were assembled and edited using SeqMan (DNASTAR
software package, DNASTAR Inc., Madison, WI, USA).
DNA sequences of Blastocystis subtypes were down-
loaded from GenBank and a multiple sequence align-
ment was performed using the ClustalW algorithm of
MEGA software version 6.0 [53]. Bayesian Inference
(BI), Maximum Likelihood (ML), and Neighbor-joining
analyses of SSU rDNA data were conducted to explore
the relationships between taxa using MrBayes [54],
PHYML [55] and MEGA software [53], respectively. Nu-
cleotide substitution models were chosen based on the
Akaike Information Criterion in jModelTest [56] and
MrModeltest [57]. ML analysis was conducted using the
Hasegawa-Kishino-Yanov Model with gamma distribu-
tion (HKY + G) [58] with four parameters and unequal
base frequencies including rate variation among sites
(-InL = 24,599.056), which was predicted as the best
model of nucleotide substitutions by the Akaike Informa-
tion Criterion (AIC). For Bayesian analysis, the HKY + G
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model was determined by the Bayesian Information Cri-
terion (BIC) as the best-fit substitution model. Proteromo-
nas lacerate (U37108) was used as an out-group [59, 60].

Subtype sequences with mixed traces indicative of
mixed infections were analyzed by PCR using subtype-
specific sequence-tagged-site (STS) primers (Table 1),
according to Yoshikawa et al. [61].

Results

A total of 180 participants aged 1-85 years (80 patients
and 100 patients’ family members) provided adequate
stool samples for the study; 105 (58.3%) were male
(mean age: 52 years) and 75 (41.7%) were female (mean
age: 48 years). Overall, based on light microscopy exam-
ination, 82 (45%) participants were found to be infected
with one or more species of intestinal parasites. Of the
180 samples tested by the culture method for the pres-
ence of Blastocystis, 64 (35.5%) were positive, whereas
microscopy examination was less effective in detecting
Blastocystis, with only 49 (27%) samples showing posi-
tive results. The frequency of Blastocystis infections was
32.5% (26/80) among patients and 38% (38/100) in fam-
ily members. Among the 64 Blastocystis-positive partici-
pants, 18.3% (33/180) of individuals (14 patients and 19
family members) presented poly-parasitism. Endolimax
nana (14%), Entamoeba complex (10.5%), Taenia sp.
(0.6%), Trichuris trichiura (1.3%) and Enterobius vermi-
cularis (1.3%) were detected in the Blastocystis-positive
samples. Of the 31 participants singly infected with
Blastocystis, only five family members reported symp-
toms: two individuals reported intermittent episodes of
diarrhea, while the other three respectively presented
flatulence, bloating and abdominal discomfort.

Table 1 Sequence-tagged site (STS) primer sets used in this
study targeting SSU rRNA gene of Blastocystis

Primer Target Primer type Sequence (5-3)
pair subtype
SB83 ST F GAAGGACTCTCTGACGATGA

R GTCCAAATGAAAGGCAGC
SB340 ST2 F TGTTCTTGTGTCTTCTCAGCTC

R TTCTTTCACACTCCCGTCAT
SB227 ST3 F TAGGATTTGGTGTTTGGAGA

R TTAGAAGTGAAGGAGATGGAAG
SB337 ST4 F GTCTTTCCCTGTCTATTCTGCA

R AATTCGGTCTGCTTCTTCTG
SB336 ST5 F GTGGGTAGAGGAAGGAAAACA

R AGAACAAGTCGATGAAGTGAGAT
SB332 ST6 F GCATCCAGACTACTATCAACATT

R CCATTTTCAGACAACCACTTA
SB155 ST7 F ATCAGCCTACAATCTCCTC

R ATCGCCACTTCTCCAAT
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Typing of Blastocystis

APCR amplicon of approximately 500 bp of the SSU
rDNA was successfully generated in all 64 samples.
DNA sequencing revealed single-subtype infection in 55
isolates. Those 55 sequences showed a high identity
(97-100%) to the reference sequences previously pub-
lished by GenBank, and were identified as four distinct
subtypes: ST1, ST2, ST3 and ST4. Blastocystis ST3 was
the most prevalent subtype, followed by ST1, ST2 and
ST4 (Table 2). In the remaining nine samples, sequence
chromatogram analysis revealed the presence of double
traces and mixed-subtype infection, and accordingly a
PCR with subtype-specific sequence-tagged-site (STS)
primers revealed the presence of both ST1 and ST3
(Table 2). In relation to the distribution of reported
symptoms, ST2 was found in two family members with
intermittent diarrheal episodes, whereas ST1, ST2 and
ST3 were identified in three relatives of patients who re-
spectively reported flatulence, bloating and abdominal
discomfort.

Phylogenetic analysis of 21 reference sequences using
NJ, ML and BI analyses clustered Blastocystis subtypes
into four monophyletic groups (Fig. 1). Twenty-three
isolates clustered with the ST1 reference sequence, four
formed a distinct clade with ST2, 27 clustered with ST3,
and one clustered with ST4. Intra-strain variation was
observed among distinct subtypes: ST1 and ST3 isolates
formed small clades within each subtype, indicating
extensive genetic variability in the two strains. The pos-
terior probability support in BI analyses had overall
higher values than the bootstrap support in ML across
the whole tree. Phylogenetic analyses using ML and BI
(Fig. 1) and NJ (not shown) indicated that ST1 and ST2
share a common ancestor. The trees also showed that
ST6, ST9 and ST7 are related, and that ST8 and ST4 are
closely related.

Table 2 Blastocystis subtypes identified in the present study
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Discussion

Blastocystis is one of the most prevalent unicellular pro-
tists found in human fecal specimens [10]. In our study,
ST3 was the most prevalent subtype, followed by ST1,
ST2, and ST4. In addition, mixed infections were de-
tected in 14% of the samples, similar to the prevalence
reported in other countries, which ranged between 2.6—
14.3% [6, 12, 19, 46, 49, 62—-64]. According to Alfellani
et al. [9], single infections are typically reported, whereas
mixed infections have been reported in less than half of
the studies, at an overall prevalence of only 6%, suggest-
ing a possible under estimation compromising the valid-
ity of results and their epidemiological interpretation.
Our phylogenetic trees revealed four well-defined clades
that grouped isolates into four different subtypes, bear-
ing similarity to those reported in previous studies. In
Brazil, even though only three studies have published ST
data, the geographical distribution of Blastocystis sub-
types varies across regions. ST1 was the most prevalent
subtype (followed by ST2 and ST3) among an indigen-
ous population from Mato Grosso, Brazil, whereas a
study conducted in two small fishing villages situated
along the Tieté River in the state of Sdo Paulo, Brazil
found a higher incidence of ST3 isolates, followed by
ST1 [14, 48, 49].

Globally, subtypes ST1-ST4 have been identified as the
most common subtypes in humans [6, 9, 19, 36, 61, 65-70].
Even though it has been suggested that ST3 is the only sub-
type of human origin [11, 60, 70], it has been detected in
several other hosts including pigs, cattle, and non-human
primates [3, 9, 65, 71, 72]. Several studies across the
world have identified ST3 as the predominant Blasto-
cystis subtype [9, 12, 18, 19, 67, 69, 72—80]. Our study
identified ST4 in one only sample. This contrasts with
previous studies showing that ST4 is common in
European and African populations [9, 38, 64, 81-85].

Subtype No. of isolates Isolate code and GenBank accession number

ST 23 RTDC1 (KUB92242); RTDC4 (KU892241); RTDC5 (KU892222); RTDC8 (KU892243); RTDC17 (KUB92244); RTDC27
(KU892225); RTDC29 (KU892233); RTDC32 (KU892227); RTDC35 (KU892237); RTDC36 (KU892229); RTDC37
(KU892235); RTDC38 (KU892236); RTDC39 (KU892230); RTDCA0 (KU892238); RTDC41 (KU892231); RTDC42
(KU892240); RTDC49 (KU892232); RTDC50 (KU892226); RTDC52 (KU892239); RTDC55 (KU892234); RTDC56
(KU892228); RTDC60 (KU892223); RTDC66 (KUB92224)

ST2 4 RTDC44 (KU892245); RTDC45 (KU892246); RTDC 67 (KU892247); RTDC69 (KUB92248)

ST3 27 RTDC2 (KU892249); RTDC 3 (KU892250); RTDC6 (KU892251); RTDC10 (KU892252); RTDC 12 (KU892253);
RTDC20 (KU892254); RTDC 22 (KU892255); RTDC23 (KU892256); RTDC 24 (KU892257); RTDC25 (KU892258);
RTDC 26 (KU892259); RTDC28 (KU892260); RTDC 30 (KU892261); RTDC31 (KU892262); RTDC 33 (KU892263);
RTDC34 (KU892264); RTDC 43 (KU892265); RTDC51 (KU892266); RTDC 54 (KU892267); RTDC57 (KU892268);
RTDC 58 (KU892269); RTDC59 (KU892270); RTDC 61 (KU892271); RTDC62 (KU892272); RTDC 63 (KU892273);
RTDC64 (KU892274); RTDC 65 (KU892275)

ST4 1 RTDCY (KU892276)

ST1- T3¢ 9 RTDC13; RTDC15; RTDC18; RTDC21; RTDC47; RTDC48; RTDC53; RTDC68; RTDC70

Subtype-specific sequence-tagged-site (STS) primers
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Fig. 1 Phylogenetic tree for Blastocystis based on SSU rRNA gene sequences. Bayesian Inference (Bl) tree reconstructed using the newly
generated and GenBank-retrieved partial SSU rRNA gene sequences for Blastocysts. The first number associated with each node represents the
Maximum Likelihood (ML) bootstrap value followed by the Bayesian Inference posterior probabilities. Black triangles represent Brazilian samples.
The scale-bar indicates the expected number of substitutions per site

Rodents have been proposed as the reservoir host of
this subtype [58, 86—88]. In Colombia, ST4 has been
identified in a few humans and non-human primates
[85, 86]. However, the molecular epidemiology of Blas-
tocystis is incompletely known in other South American
countries. To better understand the genetic diversity
and determine the prevalence of Blastocystis subtypes
in South America, further research with larger sample
sizes is required.

After ST3, ST1 was the most frequent subtype de-
tected in our study. ST1 has low specificity and is found
in a wide range of animals, including dogs, chickens, cat-
tle, pigs and non-human primates [3, 63]. Some studies
have suggested that ST1 is linked to zoonotic transmis-
sion [89, 90]. Blastocystis is transmitted by the fecal-oral
route [1] and several studies have suggested that con-
taminated water may be a source of Blastocystis infec-
tions [19, 20, 88, 91, 92]. A study conducted in China
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reported a high infection rate (32.6%) and found that
inadequate water intake was a predictor of Blastocystis
infection [19]. Also, Blastocystis has been detected in
samples of soil and drinking water [93]. Overall, many
human settlements are characterized by poor hygiene
habits, extensive interpersonal contact and increased de-
pendency on care, which provide favorable conditions
for the circulation and transmission of parasites and
increased susceptibility to parasitic infections. This was
revealed by reports of enteric parasitic infections in
mental institutions, which indicate that rates of intestinal
parasitic infections are higher among institutionalized
persons than in the general population, even in devel-
oped countries [94]. It should be noted that we analyzed
unpreserved stool samples from non-selected adults and
identified Blastocystis in 46% of family members, com-
pared to a lower figure of 32.5% among institutionalized
patients. Therefore, at least in our study population,
transmission through cyst-contaminated water appears
to be more common than transmission at the care cen-
ter [87, 88, 90]. The presence of intestinal parasites in
the population highlights the need for a more compre-
hensive epidemiological study in the region to support
public policies aimed at educating the public about
intestinal parasite prevention. Over the last few years,
scientific interest has increased tremendously with re-
spect to the clinical relevance of Blastocystis infection
and molecular epidemiology.

We should note that the source of DNA (feces vs
culture) used in PCR may in principle imply a bias in
subtyping. We used DNA from cultured Blastocsytis,
and it is possible that parasite culture could have led to
a selection of subtypes of Blastocystis. However, this was
not observed in a previous study by Stensvold et al. [38]
which involved mixed infections. The authors stated that
xenic in vitro culture (XIVC) has very little or no impact
on subtype distribution or variation within a given speci-
men. Moreover, the authors recommended that short-
term XIVC should be used for cost-effective screening of
Blastocystis infection from fresh fecal specimens, to gen-
erate valid prevalence estimates and to identify isolates.
When PCR is based on DNA extracted from feces, the
consequence may be false-negative results or decreased
PCR efficiency due to a series of factors, including low
amount of template DNA in the test sample, inadequate
removal of polymerase inhibitors and poor DNA recov-
ery after extraction and purification steps. As a reason-
able solution to the presence of inhibitors or degraded
target DNA in samples, constitutive genes may be used
in parallel assays to evaluate the integrity of the DNA
template. PCR is such a powerful tool that even a single
molecule of template can be amplified. However, it is
difficult to amplify rare templates when they are mixed
with similar, but more abundant, templates sharing
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amplification primers. Nonetheless, no study has evalu-
ated the sensitivity range of PCR using a panel of mixed
Blastocystis infection samples (multi-ST infections).
Moreover, little is known about ST gene targets and how
conserved they are both within, and between, subtypes.
Had DNA from feces been available for each of the
Blastocystis samples in our study, it would have been
possible to answer some of these important questions.

It has been suggested that pathogenicity may be related
to specific Blastocystis subtypes, but this association is still
inconclusive and often contradictory. Many previous re-
ports on the potential pathogenicity of Blastocystis have
been limited by a lack of definition of symptoms and more
comprehensive investigations able to exclude other infec-
tious agents of diarrhea [91, 95, 96]. Unfortunately, we
could not estimate correlations between subtype distribu-
tions and symptoms due to the high proportion of asymp-
tomatic individuals, in addition to the fact that individuals
had symptoms that could be attributed to other causes
(co-infections with pathogenic and commensal intestinal
protozoans as well as helminths). In symptomatic individ-
uals not infected by any other protozoans or helminths,
the symptoms of Blastocystis infection were intermittent
episodes of diarrhea, flatulence (in the case of ST2 infec-
tion), and flatulence, bloating, and abdominal discomfort
but no diarrhea (in the case of ST1, ST2 and ST3). How-
ever, other possible causes of clinical symptoms must be
considered, such as viral and bacterial infections not eval-
uated in this study.

Conclusions

To our knowledge, we conducted the first molecular study
of human Blastocystis infection in Rio de Janeiro, Brazil.
Blastocystis isolates were highly genetically divergent. Of
the subtypes identified, ST3 was the most common,
followed by ST1, ST2 and ST4 (ST4 was identified for the
first time in Brazil). However, these results cannot be gen-
eralized to the entire Rio de Janeiro population. Further
studies are required to determine the distribution of STs
in the general population. Nonetheless, our study is a
contribution to the understanding of the molecular epi-
demiology, transmission patterns and genetic diversity of
Blastocystis at a regional and global scale.
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Abstract

Background

Intestinal parasitic infections are considered a serious public health problem and widely dis-
tributed worldwide, mainly in urban and rural environments of tropical and subtropical coun-
tries. Globally, soil-transmitted helminths and protozoa are the most common intestinal
parasites. Blastocystis sp. is a highly prevalent suspected pathogenic protozoan, and con-
sidered an unusual protist due to its significant genetic diversity and host plasticity.

Methodology/main findings

A total of 294 stool samples were collected from inhabitants of three rural valleys in Rio
de Janeiro, Brazil. The stool samples were evaluated by parasitological methods, fecal
culture, nested PCR and PCR/Sequencing. Overall prevalence by parasitological analy-
ses was 64.3% (189 out of 294 cases). Blastocystis sp. (55.8%) was the most prevalent,
followed by Endolimax nana (18.7%), Entamoeba histolytica complex (7.1%), hookworm
infection (7.1%), Entomoeba coli (5.8%), Giardia intestinalis (4.1%), lodamoeba butchilii
(1.0%), Trichuris trichiura (1.0%), Pentatrichomonas hominis (0.7%), Enterobius vermi-
cularis (0.7%), Ascaris lumbricoides (0.7%) and Strongyloides stercoralis (0.7%). Preva-
lence of IPIs was significantly different by gender. Phylogenetic analysis of Blastocystis
sp. and BLAST search revealed five different subtypes: ST3 (34.0%), ST1 (27.0%), ST2
(27.0%), ST4 (3.5%), ST8 (7.0%) and a non-identified subtype.
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Conclusions/significance

Our findings demonstrate that intestinal parasite infection rates in rural areas of the Sumi-
douro municipality of Rio de Janeiro, Brazil are still high and remain a challenge to public
health. Moreover, our data reveals significant genetic heterogeneity of Blastocystis sp. sub-
types and a possible novel subtype, whose confirmation will require additional data. Our
study contributes to the understanding of potential routes of transmission, epidemiology,
and genetic diversity of Blastocystis sp. in rural areas both at a regional and global scale.

Introduction

Intestinal parasitic infections (IPIs) are ubiquitous in humans, both in urban and rural envi-
ronments from tropical and subtropical countries. The poorest and most deprived communi-
ties are at increased risk of intestinal parasitic infections, which are present in more than a
quarter of the world’s population [1-3]. The frequency of intestinal parasites is an indicator of
low socioeconomic development of a population, which is directly associated with educational
deficits and poor sanitary conditions [4]. However, in tropical developing countries, rural life
is by itself associated with a high risk of infections due to negligible health knowledge, lower
socio-economic conditions, inadequate environmental sanitation, insufficient water supply [5,
6] and higher contact rates with wildlife and domestic reservoirs of infection [7-9]. Rural pop-
ulations experience a vicious cycle of malnutrition and re-infections leading to continuous
morbidity and perpetuation of poverty cycles. IPIs are a public health problem caused by hel-
minths and intestinal protozoa [3, 10, 11]. Globally, the soil-transmitted helminthes Ascaris
lumbricoides, hookworm and Trichuris trichiura and the protozoan Entamoeba histolytica,
Giardia intestinalis and Cryptosporidium sp. are the most common intestinal parasites [12].
Except for E. histolytica, Cryptosporidium spp and Balantidium coli, they are unable to invade
the mucosal tissues or other organs. In the recent years, there has been a growing recognition
that Blastocystis sp. presents pathogenic potential, although its virulence mechanisms are not
understood. They infect a wide range of animals including birds, amphibians, reptiles, insects
and mammals, including humans [13-18]. Although the current knowledge of reservoirs for
human infection is limited, it is known that a vehicle for Blastocystis sp. transmission is close
contact with animals [15, 16, 19]. Blastocystis sp. has potential pandemic distribution, possibly
reaching 30% in industrialized countries and up to 76% in developing nations [12, 20, 21].

Analysis of the small-subunit ribosomal RNA of Blastocystis sp. isolates revealed substantial
genetic diversity, represented by 17 genetically distinct ribosomal lineages (subtypes/ST1-ST17)
[18, 22]. Ten subtypes (ST1-ST9, and ST12) have been isolated from human and animal fecal
samples (except ST9) [7, 16, 23-25], whereas others were exclusively found in non-human hosts
[14, 26]. The significance of Blastocystis sp. to public health, potential zoonotic differences and
clinical outcomes may be related to specific subtype, a hypothesis that has been the topic of
recent debate and requires further examination [15, 27].

The molecular epidemiology of Blastocystis sp. infections is still unknown in many parts of
the world. Brazil is a continental country and information on the distribution of ST's in the
country is still incipient, but a high prevalence of Blastocystis sp. has been reported both in
urban and rural environments. Moreover, IPIs are still a major public health problem, espe-
cially among the impoverished and underprivileged communities living in rural and remote
areas, which represent an important target of public health interventions. To address this gap,

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193860 March 9, 2018 2/12


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193860

@° PLOS | ONE

Intestinal parasite infections in a rural community of Rio de Janeiro, Brazil

we investigated the prevalence of intestinal parasites and distribution of Blastocystis sp. ST's in
inhabitants of rural areas of Rio de Janeiro, Brazil. We report a high prevalence of intestinal
parasitic infections and a wide range of Blastocystis sp. STs in the area.

Materials and methods
Study population

A cross-sectional study was carried out from October to December of 2013 in Pamparréo, Por-
teira Verde and Porteira Verde Alta valleys, in rural area of Sumidouro, State of Rio de Janeiro,
Brazil (22° 02’ 46” S; 42° 41’ 21”W). The valleys are populated by small rural properties charac-
terized by vegetable crops and pasture. Total population is around 14,900 inhabitants, and
87.7% of people work in agriculture [28]. The Sumidouro municipality is located in the central
mountains bordering the Serra do Mar in Rio de Janeiro, at altitudes varying between 264 and
1,300 meters. The region exhibits marked climatic contrasts due to its peculiar geographical
position and humid-mesothermic climate [29], with average rainfall between 153.5 mm and
269.4 mm.

Participants were informed about the study aims, potential risks and benefits, and provided
written informed consent followed by signatures of two external witnesses. Relatives or legal
tutors provided informed consent for children. Participation was voluntary and people could
withdraw from the study at any time without further obligation. To preserve anonymity, each
study participant was given a unique identification number. At the end of the study, all partici-
pants diagnosed with enteric parasitic pathogens received proper therapy. Treatment was not
offered to individuals infected with Blastocystis sp., because its pathogenic potential is still a
topic of debate. The study protocol was reviewed and approved by the Human Ethics Commit-
tee of the Faculdade Medicina from Universidade Federal Fluminense (CAAE
35028314.2.0000.5 243).

Parasitological assays

A total of 294 unpreserved stool samples were collected from participants at home, kept at 4°C
and transported to the laboratory at the Fundagdo Oswaldo Cruz in ice packs. Fresh unpre-
served stool samples were fractionated into two aliquots upon receipt. Parasitological examina-
tion was performed by spontaneous sedimentation technique (also known as Lutz technique
or Hoffman, Pons and Janer technique)[30] and flotation in saturated sodium chloride solu-
tion density 1.2 g/mL[31]. Direct in vitro xenic cultivation of Blastocystis sp. from an aliquot of
stool samples was performed using Pavlova’s medium, supplemented with 10% heat inacti-
vated adult bovine serum and penicillin-streptomycin antibiotics and incubated at 37°C [32].
Screening of Blastocystis sp. cultures was performed using standard light microscopy during
the first three days of incubation. When typical forms of the parasite (vacuolar, granular and
amoeboid forms) were observed, Blastocystis sp. culture aliquots were frozen at -20°C for sub-
sequent DNA extraction. An aliquot of fresh unpreserved stool samples was stored at -20°C
prior to analysis. Statistical analyses were carried out with Epi-Info 3.5.1. Relationships betw-
een variables were examined by chi-square tests with significance levels set at 5%.

Molecular analysis

DNA extraction from cultured samples, positive for Blastocystis sp. and from human stools,
positive for E. histolytica complex was carried out using the the Qiamp DNA Stool Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA) according to manufacturer’s recommendations. Samples exhibiting
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structures of the E. histolytica complex under microscopic examination were subjected to
DNA amplification.

Nested PCR targeting 18S-like ribosomal RNA gene was applied to genetically identify the E.
histolytica, E. dispar and E. moshkovskii complex [33]. First-round PCR for detection of Ent-
amoeba genus used the forward primer E-1 (5 TAAGATGCACGAG AGCGAAA3’) and reverse
primer E-2 (5 GTACAAAG GGCAGGGACGTA 3’). PCR reaction was performed in a 50 pL
volume, with the final mix containing 10x PCR bulftfer, 1.25 mM of dNTPs, 2.5 mM MgCl,, 10
pmoles of each primer, 2.5 U of Taq polymerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), and 2.5 ulL of DNA template. PCR cycles consisted of 5 min at 95°C and 40 cycles of 30 s
at95°C, 60 s at 56°C, and 60 s at 72°C, with a final step of 2 min at 72°C. Afterwards, the primary
PCR products were subjected to second-round PCRs for Entamoeba species-specific characteri-
zation, which had multiple primers sets in the same tube. Amplification was achieved using the
following primer sets EH-1 (5-AAGCATTGTTTCTAGA TCTGAG-3’) and EH-2 (5-AAGAG
GTCTAACCGAAATTAG-3) to detect E. histolytica (439 bp); ED-1 (5-TCTAATTTCGATTA
GAACTCT-3’) and ED-2 (5-TCCCTACCTATTAGACATAGC-3’) to detect E. dispar (174 bp);
Mos-1 (5-GAAACCAAGAGTTTCACAAC-3’) and Mos-2 (5-CAATATAAGGCTTGGATGA
T-3) to detect E. moshkovskii (553 bp) [33]. For the second PCR round, only the annealing tem-
perature was changed to 48°C, while all other amplification cycle parameters were unchanged.
Amplified products were visualized with stained with Gelred (Biotium Inc., Hayward, CA, USA)
under UV transllumination after electrophoresis on 1.5% agarose gels. PCR amplification of par-
tial SSU rDNA to identify subtypes of Blastocystis sp. was performed as protocol previously
described [17], which amplifies a fragment approximately 500 bp long.

Genomic DNA was subjected to PCR analysis using primer pair Blast 505-532 (5 GGA
GGT AGT GAC AAT AAATC 3’) and Blast 998-1017 (5 TGC TTT CGC ACT TGT TCAT
C 3’). The PCR reaction was performed in a final volume of 50 uL and each reaction con-
tained 100 mM of TrisHCI (pH 9.0), 500 mM of KCl, 1.5 mM of MgCl,, 200 uM of dATP,
dGTP, dCTP, and dTTP each, 0.2 uM of primer, 1.5 U of Taq DNA polymerase (Invitro-
gen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 0.05% of bovine serum albumin (BSA), and
5 pL of DNA sample. PCR conditions consisted of an initial cycle at 95°C for 5 min, 35
cycles including denaturing at 95°C for 30 s, annealing at 55°C for 30 s, extending at 72°C
for 2 min, with a final step of 2 min at 72°C. PCR products were electrophoresed in 1.5%
agarose gel in Tris-borate ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) buffer, stained with
Gelred (Biotium Inc., Hayward, CA, USA) and visualized under UV transllumination.
Amplicons were purified using the Wizard™ SV gel and PCR clean up system kit (Pro-
mega, Madison, WI, USA) and sequenced in both directions using Big Dye chemistries in
an ABI3100 sequencer analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Our SSU rDNA
partial gene sequences were deposited in GenBank under accession numbers KX523972 to
KX524055. They were compared to available GenBank sequences using the BLASTN pro-
gram on the National Center for Biotechnology Information (NCBI) server (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). In addition, DNA sequences of ST1 to ST9 of Blastocystis sp.
were downloaded from Genbank, and multiple sequence alignment was performed using
the ClustalW algorithm of the MEGA software version 6.0 [34].

Phylogenetic analysis

To identify the phylogenetic position of isolates, phylogenetic trees were created using Protero-
monas lacertaeas, as the outgroup [35, 36]. Phylogenetic trees were constructed using two
probabilistic methods: Maximum Likelihood (ML) and Bayesian Inference (BI), which are
based on HKY + G (gamma distribution of rates with four rate categories) model [37]. The
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best model of nucleotide substitutions was selected based on the Akaike Information Criterion
using Jmodeltest [38] for ML, and Mrmodeltest for BI [39]. The ML tree was created using
PhyML 3.1 [40] and BI in MrBayes software version 3.2 [41]. Bootstrap values were calculated
through the analysis of 1000 replicates for the ML analysis and through Bayesian posterior
probability analysis using the MCMC algorithm, with four chains. Chains were run for 10’
generations and sampled every 100 generations. Convergence was assessed by evaluating the
average standard deviation of split frequencies, which were well below the recommended val-
ues (< 0.01). The first 25% of the sampled trees were discarded as burn-in for each data set,
and the consensus tree topology and nodal support were estimated from the remaining sam-
ples as posterior probability values.

Results

A total of 294 individuals participated in this study, 145 (49.3%) males and 149 (50.7%) females
(age range = 2-87 years, mean age = 38.3 years). Participants were stratified by age and gender
(Table 1). There were 21 (7.1%) participants aged 1-5 years, 24 (8.2%) aged 6-14 years, 190
(64.6%) aged 15-55 years and 59 (20.1%) participants aged 55 years and over. A total of 126
individuals (42.8%) provided three stool samples, 99 (33.6%) two samples and 69 (23.4%) one
sample. The study population was characterized predominantly by adults (81.2%). Overall, 189
of participants out of 294 (64.3%) were infected with at least one enteric parasite, with gender
specific prevalence being 54.8% in males and 45.2% females. Prevalence was significantly dif-
ferent between the genders () = 6.82; p = 0.009). The total prevalence of protozoan infections
was 60.2%. The most predominant species was Blastocystis sp., followed by Endolimax nana, E.
histolytica complex, Entamoeba coli, and Giardia intestinalis. The total prevalence of helminth
infections was 13.7%. Hookworm was the most prevalent helminth specie, followed by Tri-
churis trichiura (Table 1).

All 21 microscopically samples positive for E. histolytica complex were successfully amplified
by nested PCR. Of those samples, 20 (95%) were positive for E. dispar and one (5.0%) had a
mixed infection of E. histolytica and E. dispar. Culture and Hoffman techniques, both used for
diagnosis of Blastocystis sp., exhibited very similar sensibility: 118 of 164 (71.9%) samples were
diagnosed as positive by both techniques, 24 only by the use of culture and 22 only by the Hoft-
man technique. There was no statistical difference between techniques (p = 0.888). Of the 164
samples positive for Blastocystis sp., a subset of 85 (51.8%) was successfully sequenced. The
sequencing of partial SSU rDNA gene indicated the presence of subtypes: ST3 (34.0%), ST1
(27.0%), ST2 (27.0%), ST4 (3.5%), ST8 (7.0%) and a non-identified subtype (ID 210). Sequences
showed high identity (98-100%) to sequences available at the NCBI database, while sample ID
210 returned a BLAST identity of 93%. Topology of the constructed phylogenetic tree revealed
that ST1, ST2, ST3, ST4, ST8 and the non-identified ST clustered into well-supported clades
(with grouped bootstrap values over 70.0% and Bayesian posterior probabilities) (Fig 1). The
non-identified Blastocystis sp. ST is evolutionarily closer to ST7. Intra-ST diversity was observed
in ST1, ST2 and ST3 as indicated by their small clades.

Discussion

We assessed the prevalence of IPIs and identity of Blastocystis sp. subtypes in a rural commu-
nity of Rio de Janeiro, Brazil. IPIs have been described as the greatest worldwide cause of dis-
eases [42]. Current epidemiological evaluations suggest that 450 million people, especially in
developing countries, may host multiple parasite species [1]. Our results showed that 64.3% of
participants presented IPIs, with the most common human parasite being Blastocystis sp., in
accordance to previous work across Brazilian regions [12, 43-46]. Although IPIs had received
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Table 1. Distribution of intestinal parasites according to age groups and gender.

N° (%)
Pos
Neg
Blast
Ec

Eh complex
En

Gi

Ib
Hook
Ss

Ph

Al

Tt

Ev

1-5
21(7.1)
8 (38.0)
13 (62.0)
7 (33.3)
2(9.5)
2(9.5)
2(9.5)
2(9.5)
0 (0.0)
0 (0.0)
0 (0.0)
0 (0.0)
1(4.8)
0 (0.0)
0 (0.0)

Age group, in years Gender”
6-14 15-55 55y plus M F Total (%)
24(8.2) 190(64.6) 59(20.1) 145(49.3) 149(50.7) 294(100)
12 (50.0) 128 (67.3) 41 (69.5) 103 (71.0) 86 (57.7) 189 (64.3)
12 (50.0 62 (32.7) 18 (30.5) 42 (29.0) 63 (42.3) 105 (35.7)
10 (41.7) 110 (57.9) 37 62.7) 92 (63.4) 72 (48.3) 164 (55.8)
1(4.2) 9(4.7) 5(8.5) 10 (6.9) 7 (4.7) 17 (5.8)
1(4.2) 14 (7.4) 4(6.8) 12 (8.3) 9 (6.0) 21(7.1)
0(0.0) 44 (23.2) 9(15.3) 33 (22.8) 22 (14.8) 55 (18.7)
3 (12.5) 5(2.6) 2(34) 9(6.2) 3(2.0) 12 (4.1)
0(0.0) 1(0.5) 2(34) 2(1.4) 1(0.7) 3(1.0)
0(0.0) 19 (10.0) 2(3.4) 13 (9.0) 8 (5.4) 21 (7.1)
0(0.0) 1(0.5) 0(0.0) 1(0.7) 0 (0.0) 1(0.3)
1(42) 1(0.5) 0(0.0) 0 (0.0) 2(1.3) 2(0.7)
0(0.0) 0 (0.0) 1(1.7) 1(0.7 1(0.7) 2(0.7)
0(0.0) 3(L.6) 0(0.0) 1(0.7) 2(1.3) 3(1.0)
0(0.0) 0 (0.0) 2(3.4) 1(0.7) 1(0.7) 2(0.7)

Pos = positive samples; neg = negative samples; Blast = Blastocystis sp; Ec = Entamoeba coli; En = Endolimax nana; Eh complex = E. histolytica, E. dispar, or E.

moshkovskii Gi = Giardia intestinalis; Ib = JTodamoeba butschlii; Hook = hookworm; Ss: Strongyloides stercoralis; Tt = Trichiuris trichiura; Ph = Pentatrichomonas

hominis; Al = Ascaris lumbricoides; EV = Enterobius vermicularis. F = female; M = male; y = years.

*(p = 0.009)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193860.t001

attention in Sumidouro as early as 1995, most of these efforts targeted Schistosomiasis. Gon-
calves et al. [47] previously reported a prevalence of 13% of hookworm, 5% of Ascaris lumbri-
coides, 20% of Entamoeba coli and 10% of Giardia intestinalis in the Sumidouro population.
The prevalence of protist parasites that we are reporting is much higher than of helminths,
which may be explained by self-medication (antihelminths) practiced by the population, or by
the use of pesticides in agriculture above recommended doses, which may have a significant
effect on soil-transmitted helminths survival. However, these hypotheses still require
investigation.

We also identified statistically significant differences in infection rates between men and
women. Several investigations have reported a higher prevalence of parasitic infection in males
than females [48, 49]. A possible explanation is the higher engagement of males in farming
activities. Most of the Sumidouro population is rural and their most important economic activi-
ties are cattle breeding and vegetable cultivation. People from rural communities usually eat
fresh food, drink untreated water and disposal of sewage is generally inadequate [50], resulting
in increased infection risk. The diversity of protist parasites reveled by our analyses suggest that
their distribution depends on factors such as environmental conditions, lack of sanitation and
health education, confirming previous studies in rural communities [51, 52]. It was shown that
short-term xenic in vitro culture (XIVC) is a more sensitive diagnostic method than parasitolog-
ical examination [53]. Contrary to the expectations, our findings showed that the proportion of
specimens negative by parasitological examination but positive by xenic in vitro culture, and
vice-versa, were similar. The likely explanation is that the fecal samples did not contain viable
Blastocystis sp. or alternatively cultured organisms were scant and imperceptible thereby avoid-
ing detection by microscopy. Moreover, the screening of Blastocystis sp. cultures was performed
in the first three days of incubation, when parasite count was low due to slow growth rates.
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Fig 1. Maximum likelihood (ML) and Bayesian inference (BI) trees based on the partial sequences of the partial SSU rDNA (437 bp) of Blastocystis
sp. isolates of the present study. The high genetic divergence of rDNA gene revealed six clusters (denoted by ST1, 2, 3, 4, 8 and Novel-ST). The
numbers along branches correspond to bootstrap values and Bayesian posterior probability values (values above 50% are shown) in the order: MP/BI.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193860.9001

Screening after a week of cultivation for example might reveal additional positives missed by the
analyses performed herein.

The predominant Blastocystis sp. subtype was ST3, ST1 and ST2. STs 1, 2 and 3 had already
been identified as the most abundant subtypes in previous studies [53-56]. Recently, Ramirez
etal. [21] have reported percentages ranging from 15 to 92% regarding these subtypes. Other
investigations have singled out ST3 as the most frequent subtype [18, 57-64]. Subtypes 1 and 2
have been identified both in humans and a wide range of synanthropic animals such as pigs,
rats, dogs, horses, monkeys, cattle and chickens [15, 16, 65]. A recent study using animal
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models revealed that various human Blastocystis sp. subtypes, including ST1 and ST2, could
infect chickens and rats [66, 67], suggesting the zoonotic potential of human Blastocystis sp.
isolates. We also observed the occurrence of ST4 in only three residents, although this subtype
is the second most common in the UK and commonly found across Europe [15, 27, 68-70]. In
Colombia, ST4 was identified in a few humans and non-human primates [21]. Rodents were
also shown to be reservoir hosts of ST4 [23, 71]. Brazil was the only country in South America
where ST8 has been identified [21], although it was also found in Denmark, the UK, Italy and
Australia [62, 65, 72, 73]. Large American opossums and non-human primates can be infected
by ST8, which is rarely found in other hosts [18]. We could not identify the subtype from sam-
ple 210. However, our phylogenetic tree shows that the sample is closely related to ST7. A simi-
lar case was reported by Ramirez et al. [21] who reported a novel ST closely related to ST1 and
found in six South American countries including Brazil. Further analyses and full-length
sequencing of the SSU-rDNA gene are required to truly confirm the existence of the novel ST.

Conclusion

Our study revealed the presence of IPIs in a rural community in Brazil, with high prevalence
and a wide diversity of Blastocystis sp. subtypes, and possibly a new subtype of the protozoan.
Our findings reinforce the need for additional studies of Blastocystis sp. subtype diversity,
which may contribute to more efficient identification of infection sources and potential trans-
mission routes under various ecological conditions, as well as a re-evaluation of control strate-
gies by public health services.
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