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RESUMO

Blastocystis sp. € um organismo unicelular, eucarioto, anaerdbico, pertencente ao grupo dos
Stramenopiles. O género Blastocystis é considerado polimdrfico, uma vez que possui formas
distintas encontradas, como a vacuolar, granular, ameboide e cistica. Este polimorfismo esta
relacionado a fatores biol6gicos e fisico-quimicos, como o estado metabdlico do hospedeiro e
mudancgas osmoticas. Sua transmissdo parece ser por via oral-fecal, sendo a forma cistica
considerada a principal forma infectante. Os cistos podem ser ingeridos através de agua e
alimentos contaminados, ou até mesmo através do contato de pessoa a pessoa, COmo as maos.
A maioria dos individuos portadores de Blastocystis é assintomética. Quando a infeccdo é
sintomatica, ha presenca de diarreias agudas ou cronicas que podem ser acompanhadas de dores
abdominais e flatuléncia, nauseas e vOmitos. Normalmente a infeccdo € resolvida
espontaneamente. Os quadros mais graves e crbénicos sdo frequentemente associados a
individuos imunocomprometidos. O tratamento da infeccdo por Blastocystis ainda é uma
questdo complicada, especialmente porque ainda nao esta bem definido o potencial patogénico
desse parasita. Sendo assim, debate-se muito sobre a real necessidade de tratamento. O objetivo
deste projeto foi identificar por PCR os isolados de Blastocystis sp nas amostras de fezes obtidas
em quilombo no estado de Alagoas. Para isso, amostras de fezes congeladas de 84 individuos
da comunidade quilombola Filus, localizada entre 0os municipios de Unido dos Palmares e
Santana do Mundau (105 km de Maceid), Zona da Mata de Alagoas (CAAE:
78560617.4.0000.5502), que ja foram processadas em um projeto de pesquisa que tinha como
objetivos realizar a pesquisa de ovos de Schistossoma mansoni nesta comunidade, foram
submetidas a extracdo de DNA empregando o kit QlAamp DNA Stool Mini kit® (Qiagen), a
amplificacdo dos isolados de Blastocystis, sera realizada empregando-se técnicas baseadas na
Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR). Das 84 amostras 49
foram positivas (58,3%) para Blastocystis. Nos ultimos anos, levantamentos epidemiologicos
realizados na América do Sul, inclusive no Brasil, avaliaram a frequéncia de infecgéo por este
parasita em diferentes grupos populacionais como criangas, populacao residentes em favelas,
comunidades indigenas, comunidades rurais, moradores de aldeias de pescadores e individuos
atendidos em hospitais. Em todos estes grupos, inclusive no Brasil, Blastocystis tem sido
diagnosticado com taxas de infeccdo <15% até 50%, sendo que neste estudo a prevaléncia foi

alta com aproximadamente 58% de individuos positivos.

Palavras chaves: Blastocystis; transmissdo; quilombola; DNA; PCR.



ABSTRACT

Blastocystis sp. is a unicellular, eukaryotic, anaerobic organism, belonging to the group of
Stramenopiles. The genus Blastocystis is considered polymorphic, since it has different forms
found, such as vacuolar, granular, amoeboid and cystic. This polymorphism is related to
biological and physicochemical factors, such as the host's metabolic state and osmotic changes.
Its transmission seems to be via the fecal-oral route, with the cystic form considered the main
infective form. Cysts can be ingested through contaminated food and water, or even through
person-to-person contact such as hands. Most individuals carrying Blastocystis are
asymptomatic. When the infection is symptomatic, there is the presence of acute or chronic
diarrhea that can be accompanied by abdominal pain and flatulence, nausea and vomiting. The
infection usually resolves spontaneously. The most severe and chronic conditions are often
associated with immunocompromised individuals. The treatment of Blastocystis infection is
still a complicated issue, especially since the pathogenic potential of this parasite is not well
defined. Therefore, there is a lot of debate about the real need for treatment. The objective of
this project was to identify by PCR the isolates of Blastocystis sp. in stool samples obtained
from quilombos in the state of Alagoas. For this, frozen feces samples from 84 individuals from
the Filus quilombola community, located between the municipalities of Unido dos Palmares
and Santana do Mundal (105 km from Maceid), Zona da Mata de Alagoas (CAAE:
78560617.4.0000.5502), which have already been processed in a research project that aimed to
carry out the research of Schistossoma mansoni eggs in this community, were submitted to
DNA extraction using the QlAamp DNA Stool Mini kit® (Qiagen), the amplification of the
Blastocystis isolates will be carried out using Polymerase Chain Reaction (PCR) based
techniques are used. Of the 84 samples, 49 were positive (58.3%) for Blastocystis. In recent
years, epidemiological surveys carried out in South America, including Brazil, have evaluated
the frequency of infection by this parasite in different population groups, such as children,
population living in slums, indigenous communities, rural communities, residents of fishing
villages and individuals assisted. in hospitals. In all these groups, including Brazil, Blastocystis
has been diagnosed with infection rates <15% to 50%, and in this study the prevalence was high

with approximately 58% of positive individuals.

Key words: Blastocystis; streaming; quilombola; DNA; PCR.



Sumario

1. INTRODUGCAO E REVISAO DE LITERATURA ......oooiiieeeecteereeeseeeeseesesssesssessesssesssssannes
2. MATERIAIS E METODOS.........oiiorieeeeeeeieseeseeeseesssissesssessssssssssessasssasssssssssssssssssssssssssssssssssnses
2.1  OBTENGCAO DAS AMOSTRAS ..ottt sttt asses st sse s s senaenan
22 EXTRACAO DE DNA ..ottt ettt sttt enas st sne s snanan
2.3 AMPLIFICACAO DO DNA GENOMICO DE BLASTOCYSTIS SP.....vuveerverereeereerrenneene
3. RESULTADOS......oouiieeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseessaessesssses s s sssssessssssssssssssssssss s sssssssssssssessssssssssnsssssens
B, DISCUSSAD.........oooeeeeeeeeeee e ee s sasn s s

4., CONSIDERAGOES FINAIS ...oooeveeeeeeeeeeeeseeee e sssssess s sessssssssssssesesssesnens
REFERENCIAS ..ot e e e e e e s s sases s s esesesesesesasesasasesaseseseseseseseseesesesesesesssasesasasasssesaens



1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Blastocystis sp. € um organismo unicelular, eucarioto, anaerobico, pertencente ao grupo
dos Stramenopiles. O género foi criado por Alexeieff em 1911, sob a denominacéo Blastocystis
enterocola, mas foi modificado em 1912 por Brumpt, que atribuiu 0 nome Blastocystis hominis
aos organismos isolados em fezes. No entanto, ainda hoje, a identificagdo do organismo em
nivel de espécie ainda é um desafio ndo resolvido, sendo que estudos filogenéticos recentes
indicam a limitacdo do nome apenas a Blastocystis, devido a grande diversidade genética
revelada no género (STENSVOLD et al., 2007).

Ao longo da sua histdria taxondmica, este organismo foi classificado erroneamente
durante anos como a forma cistica do protozoario Trichomonas spp ou como um fungo ou um
esporozoario, até que depois de muitos anos foi colocado entre os Stramenopiles, um dos
maiores grupos dos eucariotas (STENSVOLD; CLARK, 2016).

O género Blastocystis é considerado polimérfico, uma vez que possui formas distintas
encontradas, como a vacuolar, granular, ameboide e cistica. Este polimorfismo esta relacionado
a fatores biologicos e fisico-quimicos, como o estado metabolico do hospedeiro e mudancas
osmoticas (STENZEL E BOREHAM, 1996). Sua transmissdo parece ser por via oral-fecal,
sendo a forma cistica considerada a principal forma infectante. Os cistos podem ser ingeridos
através de agua e alimentos contaminados, ou até mesmo através do contato de pessoa a pessoa,
como as maos. Seu ciclo evolutivo ndo esté elucidado, entretanto considera-se 0 mecanismo de
divisdo binaria o mais provavel (PARIJA E JEREMIAH, 2013; STENSVOLD et. al., 2007).

Quanto ao ciclo de vida (Figura 1), Blastocystis sp. infecta o hospedeiro a partirda
ingestdo da forma cistica, que se rompe no trato digestivo, perdendo sua camada fibrilar e
eliminando formas vacuolares. Apds isso, essas formas podem se auto- multiplicar ou se
transformar em novas formas: ameboides ou multivacuolares. As formas ameboides passam
por esquizogonia e se desenvolvem em pré-cistos de camada grossa, que serdo eliminados nas
fezes. Ja as formas multivacuolares passam por esquizogonia e se desenvolvem em pré-cistos
de camada fina, mantendo a autoinfecg@o no hospedeiro (TAN, 2008).

A maioria dos individuos portadores de Blastocystis € assintomatica. Quando a infeccéo
¢ sintomatica, ha presenca de diarreias agudas ou cronicas que podem ser acompanhadas de
dores abdominais e flatuléncia, nauseas e vomitos. Normalmente a infeccdo € resolvida
espontaneamente. Os quadros mais graves e cronicos sdo frequentemente associados a
individuos imunocomprometidos. Estudos recentes estdo relacionados a ocorréncia de

Blastocystis em individuos que possuem a sindrome do intestino irritavel (SII), posto que a



mudanca na microbiota intestinal em individuos portadores da sindrome poderia
proporcionar condi¢Oes favoraveis a colonizacdo do protozoéario (POIRIER et. al., 2012).

O tratamento da infeccdo por Blastocystis ainda é uma questdo complicada,
especialmente porque ainda nédo esta bem definido o potencial patogénico desse parasita. Sendo
assim, debate-se muito sobre a real necessidade de tratamento. Em um paciente sintomatico, o
isolamento de cistos nas amostras de fezes deve desencadear uma avaliagdo completa de outras
causas das queixas gastrointestinais do paciente, dada a possibilidade de coinfecgdo com outros
patdgenos. Pacientes com Blastocystis isolados nas fezes podem estar parasitados com outros
patdgenos, como Giardia duodenalis, Entamoeba histolytica, Cryptosporidium e D. fragilis
(COYLE et al.,2012). E bem possivel que os pacientes que respondem ao tratamento para
Blastocystis com metronidazol ou sulfametoxazol - trimetoprima (SMX - TMP) possam
realmente ter melhora clinica devido ao tratamento de um patégeno secundéario. (BASYONI et
al., 2018).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Blastocystis sp. Cisto de parede grossa ingerido pelo hospedeiro
(1 e 2), posterior ruptura do cisto (3) e liberacdo da forma vacuolar (4).Multiplicacdo da forma
vacuolar atraves da mitose (4). Diferenciacdo em forma multivacuolar (5a) que dara origem a
um pré-cisto (6a) que por esquizogonia se transformara em cisto de parede fina (7a).
Diferenciacdo em forma ameboide (5b) que pode se multiplicar por mitose ou gerar novos pré-



cistos (6b) que por esquizogonia se transformar@o em cistos de parede grossa (7b), eliminados
nas fezes e reiniciando o ciclo. FONTE: CDC (www.cdpx.cdc.gov/html).

A distribuicdo geografica de Blastocystis ainda é pouco conhecida, mas os estudos tém
revelado uma ampla distribuicdo em todo o mundo, com prevaléncias altas, alcancando 62% de
infecgdo. Nos paises desenvolvidos, essas taxasgeralmente séo inferiores, podendo variar de
aproximadamente 1% a 20%, como por exemplo, 0,5% no Japé&o a mais de 20% nos Estados
Unidos. (CLARK et al., 2013). Nos ultimos anos, levantamentos epidemiolégicos realizados
na Ameérica do Sul, inclusive no Brasil, avaliaram a frequéncia de infeccéo por este parasita em
diferentes grupos populacionais como criangas (DIB et al., 2015; REBOLLA et al., 2016;
RAMIREZ et al., 2017; SANCHEZ et al.,, 2017), populacdo residentes em favelas.
(FARIA et al., 2017; GIL et al., 2013), comunidades indigenas (MALHEIROS et al., 2011;
SANCHEZ et al., 2017), comunidades rurais (INCANI et al., 2017; MACCHIONI et. al., 2016;
MACHICADO et al., 2012), moradores de aldeias de pescadores (DAVID et al., 2015) e
individuos atendidos em hospitais (CASERO et al., 2015; MELO et al., 2017). Em todos estes
grupos, inclusive no Brasil, Blastocystis tem sido diagnosticado com taxas de infeccdo <15%
até 50%.

Com relacdo a prevaléncia de Blastocystis spp em comunidades quilombolas, ndo ha
estudos que mostrem a real frequéncia desse protozoario nessa populacdo. Sendo assim. o
conhecimento sobre aspectos como prevaléncia, e 0s possiveis fatores de risco além das

condicdes ambientais envolvidas na exposicao ao parasita € uma questdo extrema relevancia.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DO ESTUDO

Para a realizacdo deste projeto foram utilizadas 84 amostras congeladas de fezes obtidas
em novembro de 2017 na comunidade quilombola Filus, localizada entre os municipios de
Unido dos Palmares e Santana do Mundad (105 km de Macei0), Zona da Mata de Alagoas
(CAAE: 78560617.4.0000.5502). Essas amostras foram processadas anteriormente em um
projeto de pesquisa que tinha como objetivo realizar a pesquisa de ovos de Schistossoma
mansoni nesta comunidade. Na ocasido, todos os individuos identificados com parasitas
intestinais patogénicos foram encaminhados para tratamento no posto de satde mais proximo

do quilombo.


http://www.cdpx.cdc.gov/html)

E importante salientar que esta comunidade quilombola retne aproximadamente 30
familias que vivem a margem dos direitos sociais e de cidadania. A principal atividade
econémica dos moradores é plantio de banana, porém a maioria das familias dependem de
subsidios do governo federal como o bolsa familia. No que se refere a infraestrutura, as familias
ndo dispdem de servicos publicos basicos, como: vias publicas, fornecimento de agua e luz,
saneamento bésico, educacdo e satde. As condigdes de moradia sdo também sdo precérias, pois
a comunidade vive em casas improvisadas com cobertura de madeira e plastico ou em pequenas
casas de alvenaria e/ou madeira. Como 0s servicos publicos de dgua, ndo estdo presentes, 0s
moradores utilizam a dgua do acude mais préximo (aproximadamente 200 metros das casas)
para tomar banho, lavar roupa e também para lazer, principalmente das criancas. Ja a dgua
utilizada pela comunidade para beber e cozinhar é proveniente de uma cacimba, sendo que a
guantidade de &gua, na maioria das vezes, € insuficiente para atender as necessidades das

familias.

2.2 EXTRACAO DE DNA

Todas as 84 amostras de fezes congeladas foram submetidas a extracdo de DNA
empregando o kit QlIAamp DNA Stool Mini kit® (Qiagen) de acordo com as recomendagdes
dos fabricantes. Ap0s a extracao, o DNA obtido das amostras foi mantido em freezer -20°C, até

0 momento do uso.

2.3 AMPLIFICACAO DO DNA GENOMICO DE BLASTOCYSTIS SP.

Foi realizada a amplificacdo dos isolados de Blastocystis, empregando-se técnicas baseadas
na Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) (Quadro 1). Assim,
para os isolados de Blastocystis s@o utilizados primers para a amplificagéo de fragmentos de
DNA do gene SSUrDNA (600 pb), de acordo com o protocolo proposto por Scicluna et al.
(2006). Além disso, em todas as baterias de reagdes foram adicionadas amostras-controle,
positiva e negativa. Para controle de contaminacédo, em cada bateria de reac¢des foi incluido um
tubo contendo o tampé&o de reagdo, omitindo-se a aplicacdo da amostra de DNA. A eletroforese
dos produtos de amplificacdo foi feita em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio
(0,5 pg/ml) e a visualizagdo sera feita em transiluminador UV. O comprimento dos produtos

amplificados foi estimado pela inclusdo de um padréo de pares de bases (Base-Pair Ladder).



Quadro 1. Primer e protocolo de amplificacdo do gene empregado para a identificacdo dos isolados de

Blastocystis spp.

Pri - . .
Parasita Gene rm:er' Sequéncia dos primers Ciclos
(Referéncia)
94°C - 3 min
SSUr DNA BL18SF1 5'-AGTAGTCATACGCTCGTCTCAAA-3' 94°C - 30 seg*
'§ 600 pb BL18SR1 5’-GAGCTTTTTAACTGCAACAACG-3' 55°C - 30 seg*
g
E 72°C - 60 seg*
S
(Scicluna, et al 2006) 40 ciclos*
72°C-7 min

3 RESULTADOS

Foram realizadas a extracdo de DNA de todas as 84 amostras de fezes congeladas,
empregando o kit QlIAamp DNA Stool Mini kit® (Qiagen) de acordo com as recomendagdes
dos fabricantes. Ap0s a extragdo de DNA, as amostras extraidas foram congeladas e mantidas
em freezer a -20°C para a amplificagdo do gene SSUrDNA de Blastocystis sp. As amplificaces
do DNA genbmico para Blastocystis sp. foram realizadas, na qual foram amplificadas 84
amostras e 49 dessas amostras foram positivas (58,33%) para isolados de Blastocystis sp
(Figuras 1, 2, 3 e 4); sendo elas, as amostras: 11, 26, 29, 30, 51, 52, 58, 59, 63, 73, 83, 90, 99,
103, 106, 115, 119, 128, 131, 135, 140, 142, 145, 147, 148, 151, 153, 155, 156, 168, 169, 176,
178, 186, 188, 192, 194, 195, 197, 198, 199, 203, 207, 208, 211, 212, 213, 215 e 218.




Figura 1 Eletroforese dos produtos de amplificacdo de DNA de Blastocystis spp
correspondente ao gene SSUrDNA (600pb). PM (padrdo de peso molecular. C - Controle
negativo. C + - Controle positivo (amostra positiva para Blastocystis sequenciada).
Amostras de fezes positivas (11 a 63).

Figura 2 Eletroforese dos produtos de amplificacdo de DNA de Blastocystis spp
correspondente ao gene SSUrDNA (600pb). PM (padrdo de peso molecular. C - Controle
negativo. C + - Controle positivo (amostra positiva para Blastocystis sequenciada). Amostras
de fezes positivas (73 a 119).

Figura 3 Eletroforese dos produtos de amplificagdo de DNA de Blastocystis spp
correspondente ao gene SSUrDNA (600pb). PM (padrdo de peso molecular. C - Controle
negativo. C + - Controle positivo (amostra positiva para Blastocystis sequenciada). Amostras
de fezes positivas (128 a 207).



Figura 4 Eletroforese dos produtos de amplificagdo de DNA de Blastocystis spp
correspondente ao gene SSUrDNA (600pb). PM (padrdo de peso molecular. C - Controle
negativo. C + - Controle positivo (amostra positiva para Blastocystis sequenciada). Amostras
de fezes positivas (208 a 218).

4 DISCUSSAO

As parasitoses intestinais apresentam frequéncias elevadas em paises em desenvolvimento,
como o Brasil, ocorrendo variagfes quanto a regido de cada pais, sendo influenciada pelas
condigBes de saneamento basico, nivel socioecondmico, graus de escolaridade, idade e os
habitos de higiene dos individuos (MACHADO et al. 1999, SILVA-NETO et al. 2010,
ZANETTI et al. 2020).

A diferenca entre os indices de prevaléncia de Blastocystis sp. nas diversas populagdes
estudadas pelo mundo, e que estas diferencas tdo grandes de uma regido para outra sem duvida
obedecem a fatores geogréaficos e a fatores dependentes do parasita que ainda nao se conhece
(DEVERA 1998, MARTINS et al. 2007, INABA et al. 2016). Estudos demostram que fatores
ambientais como condi¢Ges climaticas podem estar relacionadas a ocorréncia de Blastocystis
sp., principalmente durante o tempo quente (MASRY et al. 1990, VISSER et al. 2011).

Nesse estudo, foi observado uma alta prevaléncia (58,3%) de Blastocystis elo exame da
PCR. Recentemente uma revisao sistematica sobre a ocorréncia desse protozoario no Brasil,
demonstrou que a prevaléncia combinada na populacédo brasileira geral é de 24%. Sendo que as
maiores taxas foram encontradas nos estados de Mato Grosso do Sul (41,0%) e Séo Paulo
(33,0%) (ZANETTI et al. 2020).

A andlise evidenciou que Blastocystis sp. circula na populacdo com moderada frequéncia,
reforcando, desta maneira, a importancia do diagnostico deste parasita de modo que evite a

emissdo erronea de laudos parasitarios. Além disso, por se tratar de uma doenca parasitaria de



veiculacdo fecal-oral, reforca-se a importancia de medidas de educagdo para a saude com énfase
em higiene das maos e alimentos. (BARBOSA, 2018; EYMAE et al., 2010)

Vale destacar que a prevaléncia deste protozoario € subestimada no nosso pais, ja que as
técnicas amplamente utilizadas em laboratorios clinicos, como os métodos de flutuacdo com
sulfato de zinco ou sedimentacdo espontanea com agua ndo sdo muito eficientes para o seu
diagnostico, pois o contato com o sulfato de zinco e com a agua, causa lise do parasita presente
em amostras de fezes frescas, como a maioria recebida nos laboratérios para analise (AMATO-
NETO et al., 2009). Como esse parasita é polimdrfico e diferentes formas podem ser detectadas
nas fezes, a inexperiéncia técnica também pode comprometer o diagndstico preciso das
infeccdes.

Diante disso, por ser transmitido por via fecal-oral, tanto por contato direto quanto
indiretamente por meio de agua e alimentos contaminados por fezes dos individuos infectados,
torna-se importante conhecer a distribuicdo do Blastocystis sp. para adotar estratégias de

possivel controle na populagéo.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho possibilitou um maior conhecimento acerca da realidade quilombola quanto a
infecgdo por Blastocystis sp., embora este parasita ainda mantenha varios aspectos relativos a
sua epidemiologia controversos e a quantidade de estudos ainda permaneca insuficiente.
Ressalta-se, ainda, a grande relevancia observar que o clima quente, bem como as interacdes
entre os animais e humanos podem de fato contribuir para as altas taxas de positividade como
foi detectada na populacéo de estudo.

Diante dos resultados obtidos, estudos mais especificos acerca deste protozoario tornam-se
necessarios, a fim de se promover o conhecimento cientifico e auxiliar no preenchimento das
lacunas ainda existentes bem como a inclusdo da pesquisa para Blastocystis sp. na rotina
diagnostica dos exames laboratoriais, maior conhecimento acerca de sua epidemiologia,

distribuicdo, sintomatologia bem como melhor padronizagdo terapéutica adequada.
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