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RESUMO

Silva MR. Deteccdo de DNA de Blastocystis sp. em pacientes candidatos a
transplantes atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP). (Dissertacdo). S&o Paulo: Instituto de

Medicina Tropical de S&o Paulo da Universidade de S&o Paulo; 2019.

Blastocystis sp. € um protozoario intestinal comumente encontrado em amostras
fecais de muitas espécies animais, incluindo humanos, sendo pouco estudado em
pacientes imunocomprometidos, especialmente nos candidatos a transplante. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia e a identificacdo molecular de
subtipos (ST) de Blastocystis sp. em amostras fecais de pacientes candidatos a
transplante. A Reagcdo em Cadeia da Polimerase foi realizada utilizando primers
especificos para o DNA ribossomal de Blastocystis. As sequéncias de DNA obtidas
foram alinhadas e comparadas com outras sequéncias do banco de dados
GenBank e MLST (Multilocus Sequence Typing). As amostras analisadas
mostraram uma positividade de 16% (24/150) para Blastocystis sp. A maior
ocorréncia foi observada em candidatos a transplante renal (31,4%), seguida de
candidatos a transplante hepatico (10,4%) e candidatos a transplante de medula
Ossea (5,9%). O ST3 (45,8%) foi 0 mais prevalente entre os isolados, seguido pelo
ST1 (37,5%), ST2 (12,5%) e ST7 (4,2%). Foi observado dentro dos subtipos: os
alelos 4 e 78/81 (ST1); alelos 11 e 12 (ST2); alelos 34, 36, 37 e 54 (ST3) e alelo 96
(ST7). Este é o primeiro estudo de identificagdo molecular de Blastocystis sp. em
candidatos a transplante. Os presentes resultados confirmam a maior ocorréncia do
subtipo 3 em candidatos a transplante, além de reforcar a importancia de novas

investigacdes de Blastocystis sp. hesses pacientes.

Descritores: Blastocystis. Diagnéstico. Alelos



ABSTRACT

Silva MR. Detection of Blastocystis sp. subtypes in transplant candidate patients
from Clinical Hospital, Faculty of Medicine, University of Sdo Paulo, Brazil (HC
FMUSP). (Dissertation). S&do Paulo: Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo da

Universidade de Sao Paulo; 2019.

Blastocystis sp. is an intestinal protozoan commonly found in faecal samples of
many animal species, including humans, but poorly studied in immunocompromised
patients, especially in transplant candidates. The purpose this study was to
evaluated the occurrence and molecular identification of Blastocystis sp. in faecal
samples from transplant candidate patients. The Polymerase Chain Reaction was
performed using specific primers for Blastocystis DNA ribosomal. The DNA
sequences obtained were aligned and compared with other sequences from the
GenBank and MLST database. The analyzed samples showed a positivity of 16%
(24/150) for Blastocystis sp. The highest occurrence was observed in renal
transplant candidates (31.4%), followed by hepatic transplant candidates (10.4%)
and candidates for bone marrow transplantation (5.9%). The ST3 (45.8%) was the
most prevalent among the isolates followed by ST1 (37.5%), ST2 (12.5%) and ST7
(4.2%). It was observed within the subtypes: alleles 4 and 78/81 (ST1); alleles 11
and 12 (ST2); alleles 34, 36, 37 and 54 (ST3); and allele 96 (ST7).This is the first
study of Blastocystis sp. molecular identification in transplant candidates. These
results confirmed the highest occurrence of the subtype 3 in transplant candidates,
as well as reinforcing the importance of the new investigation of Blastocystis sp. in

these patients.

Descriptors: Blastocystis. Diagnosis. Alleles
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1 INTRODUCAO

Blastocystis sp. € um protozodario anaerébio que coloniza cerca de 1 bilhdo
de pessoas, apresenta distribuicdo mundial e maior prevaléncia em paises tropicais
e em desenvolvimento!. Alguns estudos tém associado a sua presenca a sintomas

gastrointestinais inespecificos, como diarreia, dor abdominal e constipag&o?34.

Blastocystis sp. possui uma grande diversidade genética, tendo sido
encontrado até o momento 17 subtipos (ST), sendo dez (ST1-9 e ST12)
encontrados em humanos?®. Esta diversidade genética pode provavelmente estar

relacionada ao seu possivel potencial patogénico?.

Até o presente momento ndo tem sido avaliado a presenca deste organismo
em candidatos a transplantes. Estudos utilizando modelos experimentais apontam
Blastocystis sp. como um patébgeno gastrointestinal, e condigbes de
imunossupressao podem representar um importante fator de predisposi¢cdo para o
desenvolvimento de doenga®’. E por fim, mesmo apdés 100 anos da sua

identificagdo muitas questdes permanecem por serem evidenciadas.
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1.2 Historico e nomenclatura

O primeiro registro do género Blastocystis foi apresentado por Alexieff® em
1911 (apud Stensvold e Clark!) ao descrever a espécie Blastocystis enterocola
como um fungo. No ano seguinte, Brumpt® (apud Miné e Rosa!?), examinando fezes
humanas, observou organismos semelhantes aos descritos anteriormente, porém o
descrevendo como uma levedura intestinal e o reclassificando para espécie

Blastocystis hominis 11,

Durante um longo periodo Blastocystis sp. foi conhecido como uma levedura,
mas baseado em caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas foi reclassificado como
um protozodario'>. Em 1996, estudos moleculares baseados no gene ribossomal
(SSU-rDNA) permitiram a inclusdo de Blastocystis sp. dentro do Filo Stramenopiles,
composto em sua maioria por organismos de vida livre'®. Atualmente, Blastocystis
sp. é considerado um protozoario, membro do dominio Eukaryota, Filo
Stramenopiles, Classe Blastocystae, Ordem Blastocystida, Familia Blastocystidae e

Género Blastocystist!4.

Embora os nomes especificos foram baseados na origem do hospedeiro, as
recentes andlises do gene SSU-rDNA de Blastocystis tém demostrado uma grande
diversidade genética®>'®. Baseando-se nessas variacbes Stensvold et al.'®
propuseram uma terminologia consenso, assim o0s isolados devem ser
denominados Blastocystis sp., seguido pelo subtipo de 1-17, na tentativa de

agrupar os isolados com as mesmas caracteristicas genéticas.
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1.3 Morfologia

Blastocystis sp. € um organismo polimérfico, sendo encontradas as formas
vacuolar, granular, ameboide e cistica em maior frequéncia (Figura 1). Outras
formas distintas e menos frequentes também podem ser encontradas, como as
formas avacuolar e multivacuolar’’. Entretanto, ainda ndo se sabe ao certo o

significado e a funcédo da maioria delas?®.

As formas vacuolares sdo comumente observadas em amostras fecais e em
meio de cultura. Podem se apresentar de diferentes tamanhos (variando de 3 a
120um), mas em média possuem de 5 a 15um. Tem como principais caracteristicas
um vacuolo central que ocupa cerca de 90% da célula e uma fina camada de
citoplasma com a presenga de um ou mais nucleos. O vacuolo central é cercado

por membranas, contendo carboidratos, gorduras e proteinas?®.

As formas granulares, variam de 15 a 80um, sdo comuns em amostras de
cultura e caracterizadas pela presenca de granulos no citoplasma, que podem ser

metabdlicos ou lipidicos?’.

A forma ameboide é a menos frequente, possui forma irregular, e podem dar
origem a forma cistica. A forma ameboide tem sido relatada em cultura de
pacientes sintomaticos, sugerindo uma possivel relacdo com a patogenicidade

deste organismo?®.

A forma cistica € geralmente detectada em amostras fecais e raramente
observada em cultura in vitro. A forma cistica pode ser esférica ou ovoide, medem
de 3 a 5um, e o citoplasma apresenta-se condensado?’. O nimero de nlcleos pode
variar de um a quatro. Os cistos podem permanecer viaveis no meio ambiente por

longo periodo de tempo, e é considerada a forma infectante!.
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Figura 1 — Formas de Blastocystis sp. cultivado em meio Jones. (A, B e C)
Diagnéstico sem coloragédo. (A) Reproducdo por divisdo binaria, (B)
formas granuolares, (C) forma vacuolar, (D) formas vacuolares coradas
com lugol, (E) forma vacuolar com presenca de quatro nacleos (Nu)
corada com coloracdo de Giemsa, (F e G) formas vacuolares coradas
com tricromico. Barra, 20um, adaptado de Tan!.

1.4 Ciclo bioldgico
O ciclo de vida de Blastocystis sp. ainda ndo foi completamente elucidado,
principalmente pela auséncia de um modelo animal que represente a infeccao,
sobretudo nos humanos. O ciclo biolégico proposto pelo CDC? (Centers for
Desease Control and Prevention) (Figura 2) inicia-se com a ingestdo de cistos

através de agua e/ou alimentos contaminados. No intestino grosso os cistos se
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transformam em formas vacuolares que dao origem as formas multivacuolar e
ameboide. Estas se desenvolvem em cistos de parede fina, responsaveis pela
autoinfeccdo e, cistos de parede espessa que séo liberados junto com as fezes

para o meio ambiente?,

Cisto de parede espessa

2]

Cisto de parede espessa

(®—

Cisto de parede fina
@

Esquizogonia \ tcse

Pre—msto \hﬂu\ acuola! V. acuolax o
® 5
-\_

Cisto de parede espessa uluphcagao

daforma
vacuolar
Esquizogo ) eboxd O‘\\
&)

\ﬁtose
Pré-cisto

Figura 2 - Ciclo biolégico proposto para Blastocystis sp. e adaptado de CDC??

15 Epidemiologia
Blastocystis sp. tem sido apontado em inquéritos parasitol6gicos como o
protozodario de grande ocorréncia em amostras fecais humanas*?4. Os valores tém
variado de 0,5 a 62%, sendo as maiores ocorréncias observadas nos paises
tropicais e em desenvolvimento, o que pode ser atribuido as precarias condi¢des de

higiene, contato com animais e consumo de agua e alimentos contaminados®.

Os dados de ocorréncia de Blastocystis sp. em paises desenvolvidos tém

variado de 0,5 a 1%, no Japéo, podendo chegar a 20% nos Estados Unidos®. Por
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outro lado, nos paises em desenvolvimento, como no Brasil, tém sido reportados
valores de 4,6%° a 58%2°. Na China? e Tailandia?’, a prevaléncia pode variar de
1,9 a 32,6%; e de 0,9 a 43,7%, respectivamente. De acordo com Stensvold et al.?8,
as variacbes nos valores de prevaléncia podem estar relacionadas com a

populacdo humana estudada e os métodos utilizados para o diagnéstico.

1.6 Diversidade genética e potencial zoonético
Blastocystis sp. isolados de diferentes hospedeiros sdo morfologicamente
indistinguiveis!. Entretanto as andlises moleculares do gene SSU-rDNA tem
demonstrado a grande diversidade genética, sendo até o momento identificados 17
subtipos (ST1-17), que ocorrem em mamiferos, aves, répteis e anfibios??®. No
quadro 1, estd demonstrado a distribuicdo dos subtipos de Blastocystis sp. de

acordo com o hospedeiro isolado.

Referéncias

Subtipos Principais hospedeiros
ST1-9, ST12 Humano 1, 29, 30
ST1, ST2, ST4, ST5, ST8 Outros mamiferos 6, 29
ST3, ST4, ST7, ST17 Roedores 31,32
ST6, ST7, ST8 Aves 11
ST10-16 Camelo, elefante, canguru 31

Quadro 1- Distribuicdo dos subtipos de Blastocystis sp. de acordo com a literatura
consultada.

Em humanos ja foram identificados dez subtipos (ST1-9, ST12)?%%°, sendo

gue ST1-4 sdo os mais comuns, somando cerca de 90% dos isolados®. Os ST5-
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ST8 e ST12 sdo raramente reportados em humanos, sendo frequentemente
relatados em outros hospedeiros, por outro lado, o ST9 tem sido reportado apenas
no hospedeiro humano®. Em relacdo a distribuicdo, os ST1, ST2 e ST3 ocorrem
mundialmente, enquanto ST4 é comum em alguns paises da Europa3®. Por outro
lado, ST6 € raramente reportado entre 0s europeus e norte-americanos, porém em
alguns paises da Asia e do Oriente Médio, como no Egito, Nepal, Japdo e Malasia a
ocorréncia desse subtipo nos isolados humanos tem sido frequentemente

relatada®.

A alta similaridade entre as sequéncias do gene SSU-rDNA de isolados
humanos e de outros animais indicam que alguns subtipos de Blastocystis sp. sdo
potencialmente zoonoéticos e, que animais podem representar uma fonte de
transmissdo para humanos?®. De acordo com alguns estudos ST1, ST2 e ST4
possuem baixa especificidade de hospedeiro, podendo ser encontrado em
humanos e animais domésticos, enquanto ST6 e ST7 sdo considerados subtipos

aviarios e, tém sido esporadicamente relatados na populacdo humana®>#.

1.7 Diagndstico

1.7.1 Diagnostico parasitolégico

Diversos métodos parasitolégicos tém sido utilizados para detectar as
formas de Blastocystis sp. em amostras fecais**. O método de concentragédo por
formol éter e 0o exame direto com lugol sédo utilizados com frequéncia, entretanto
este organismo pode ser facilmente confundido com outras estruturas, como as

leveduras, Cyclospora sp. e glébulos de gordura®*3,
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Com isso tém sido recomendados os esfregacos com coloracdes
permanentes e 0s métodos de cultura xénica para aumentar a sensibilidade do
diagnostico de Blastocystis sp.’>. Em um estudo comparativo, Stensvold et al.*®
demonstraram a sensibilidade de 50% para a concentragdo com formol éter, 82%
para o esfregaco permanente corado com tricrdbmico e 89% para o método de
cultura. Em outro estudo similar foi demonstrado que a positividade para
Blastocystis sp. utilizando o método de cultura foi aproximadamente duas vezes
maior (10,6%) em relacdo a microscopia direta (6,5%)%’. No entanto a cultura néo é
um procedimento de diagnostico na rotina laboratorial. Além disso, os métodos
parasitologicos ndo possibilitam a identificacdo exata dos diferentes subtipos de

Blastocystis sp.15:3,

1.7.2 Diagnoéstico molecular

Fragmentos do gene SSU-rDNA tem sido utilizado com frequéncia para
identificacdo de diferentes organismos e para estudos das relacfes filogenéticas
entre as espécies®. As principais vantagens é que sao regides conservadas e que
podem ser facilimente amplificadas pela Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)?,
Diversos grupos de pesquisa, trabalhando de forma independente, tém utilizado
regides diferentes deste gene para detectar e identificar os subtipos de Blastocystis

sp. em amostras fecais!®*3839 (Figura 3).
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Santinregion

. Stensvold region
Scicluna ‘barcode’ _—

Parkar extended region

Blastocystis SSU-rDNA
(~1800bp)

Figura 3- Representacdo esquematica do gene SSU-rDNA de Blastocystis. Regides
do gene utilizadas por varios autores para identificar os subtipos de
Blastocystis sp., adaptado de Clark et al.®

A regido barcoding, descrita por Scicluna et al.*®, corresponde a um
fragmento de aproximadamente 600bp localizado na extremidade 5’ do gene, e é
amplificada pelo conjunto de primers RD5, especifico para eucariotos e, BhRDr
especifico para Blastocystis sp. Esta regido tem sido a mais utilizada,
principalmente por apresentar alta sensibilidade, além de ser recomendada como

marcador de diversidade genética de Blastocystis®.

Por outro lado, primers subtipo especifico (STS-primers) tem sido utilizados
para detectar os subtipos ST1-7%°. As vantagens estdo relacionadas com a
identificacdo de um ou mais subtipos, ndo necessitando de sequenciamento, porém
é considerado pouco sensivel, além de ndo possibilitarem o estudo das variagdes
genéticas intrasubtipo e das relacdes filogenéticas. Assim pode ser recomendado

em situacdes onde o sequenciamento ndo é uma opgao?,

Ensaios de PCR em tempo real tém sido desenvolvidos, porém com pouca
aplicacdo. Jones et al.** utilizaram sondas para amplificar alvos desconhecidos do
genoma de Blastocystis capazes de detectar os subtipos ST1, ST3 e ST4. Pairier
et al.*?> desenvolveram uma PCR em tempo real para o gene SSU-rDNA, para
detectar DNA especifico dos ST1-9, com 95% de especificidade. De acordo com o0s

estes autores*? a dificuldade em desenvolver uma PCR em tempo real capaz de
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detectar todos os subtipos de Blastocystis sp. esta na ampla variabilidade genética

deste organismo.

1.8 Patogenicidade

Embora Blastocystis sp. tenha sido descrito a mais de um século ainda nao
é certo que possa causar doenca em humanos!. A maioria dos casos sé&o
assintomaticos, ou apresentam sintomas gastrointestinais inespecificos, como

diarreia, dor abdominal, ndusea, vomito, fadiga e flatuléncia®*.

Recentemente tem sido sugerido que Blastocystis sp. seja um componente
da microbiota intestinal e, que sua patogenicidade possa estar relacionada com a
alteracdo dos componentes dessa microbiota**44, De acordo com alguns autores
isso pode ser consideravel, uma vez que ndo se conseguiu chegar a um consenso
no papel deste organismo na salde humana, apesar do grande numero de

investigacdes realizadas®.

Neste contexto, estudos tém avaliado a presenca de Blastocystis sp. em
pacientes com doencas gastrointestinais®“%, Coskun et al.*’ detectaram uma
ocorréncia de 8% em pacientes com colite ulcerativa. Em outro estudo foi
demonstrado maior ocorréncia de Blastocystis sp. entre pacientes com Sindrome
do Intestino Irritavel (IBS), estes apresentaram remissdo dos sintomas apds o
tratamento®®. De acordo com Roberts et al.*® a mudanca na microbiota intestinal
causada por IBS poderia proporcionar condi¢cdes favoraveis para a colonizacao
desse organismo. Entretanto a falta de um grupo controle adequado e a excluséo

de outros possiveis agentes infecciosos tem sido questionado por outros autores?.

Por outro lado, tem sido proposto que o potencial patogénico de Blastocystis

sp. possa estar diretamente relacionado com a sua diversidade genética!'. Alguns
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trabalhos tém demonstrado que o ST3, seguido por ST1 e ST2 s&do mais frequentes
em individuos sintomaticos do que em assintomaticos?*°. Entretanto a falta de
correlacdo definitiva entre subtipos e sintomas sugere que condicdes inerentes ao
hospedeiro possam ter um papel importante na manifestacéo clinica de Blastocystis

sp.%’.

1.9 Imunodepresséao e Blastocystis sp.

Doencgas infecciosas, particularmente aquelas causadas por patdégenos
endémicos, merecem especial atencdo, pois apresentam risco consideravel para
pacientes imunocomprometidos®”°!, sobretudo, aqueles, que receberam transplante
de orgdos solidos®®2, Com o aumento do numero de transplantes e o
desenvolvimento de drogas imunossupressoras mais potentes, a frequéncia de
rejeicdo tem diminuido, mas, por outro lado os receptores tornaram-se suscetiveis a

infeccdes oportunistas®!**

A incidéncia e prevaléncia de infeccbes parasitarias em receptores de
transplantes sdo pouco conhecida®. Recentemente Azami et al.>! demonstraram
que 33% de pacientes transplantados renais estavam infectados por uma ou mais
espécies de parasitas intestinais. Em um estudo retrospectivo realizado em quatros
centros de transplantes no Brasil, foi detectado 14,6% de positividade para
Blastocystis sp. associado com diarreia apds a realizacédo do transplante®®. Ghosh
et al.®® relataram um caso de paciente com leucemia mieldide crénica, com dor
abdominal e diarreia aguda apO0s a realizacdo do transplante e o exame

microscopico de fezes demonstrou numerosas formas de Blastocystis sp.

Neste contexto, Blastocystis sp. tem sido apontado como um possivel

agente oportunista. Wang et al.® demonstraram a presenca de Blastocystis sp. no
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intestino delgado de suinos imunossuprimidos e, sugeriram que a imunossupressao
possa alterar a resposta do hospedeiro fazendo com que Blastocystis sp. colonize
ndo somente o intestino grosso, mas também as sessdes distais do intestino
delgado. Este fato sugere que Blastocystis sp. pode ter uma interacédo diferente

com o hospedeiro imunocomprometido promovendo a doenca.

Blastocystis sp. permanece envolvido em diversas controvérsias e
indefinicbes, principalmente no que diz respeito a sua capacidade em causar
doenca em humano?!!. Alguns autores consideram prudentes considera-lo como um
organismo potencialmente patogénico, principalmente em situagbes de
imunodepresséo®. Assim o diagnostico e o tratamento de Blastocystis sp. em
pacientes candidatos a transplante pode contribuir com a qualidade de vida destes

pacientes e evitar complicacdes apods a realizacdo do transplante.
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2 JUSTIFICATIVA

Diante disto, as doencgas infecciosas, de um modo geral, constituem risco
consideravel para os pacientes imunocomprometidos®2. Apesar dos pacientes
candidatos a transplantes constituirem um grupo de risco para diversas infeccoes,
incluindo aquelas causadas por organismos oportunistas®, até o momento nenhum
trabalho abordou a ocorréncia de Blastocystis sp. nessa populagdo. Deve-se
considerar a possibilidade de gravidade da infec¢cdo por Blastocystis sp. em
pacientes candidatos a transplantes. Associado a isto, tem-se um numero reduzido
de estudos existentes no Brasil que abordam o diagndstico molecular de
Blastocystis sp.>>6, e em nenhum foi relatado em pacientes imunocomprometidos.
Assim estudos que avaliem a ocorréncia e a distribuicdo de subtipos de Blastocystis
sp. em pacientes candidatos a transplantes podem contribuir para o entendimento

da possivel relagdo deste organismo nessa populagéao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
a) Realizar a detec¢cdo molecular de Blastocystis sp. em pacientes candidatos
a transplantes atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina

da Universidade de Sao Paulo (HC FMUSP).

3.2 Objetivos especificos

a) Verificar a ocorréncia de Blastocystis sp. em amostras fecais de pacientes
candidatos a transplantes renal, de figado e de medula éssea atendidos no
HC FMUSP, utilizando o diagndstico molecular.

b) Identificar os subtipos de Blastocystis sp. presentes nas amostras de DNA
dos pacientes candidatos a transplantes atendidos no HC FMUSP.

c) Verificar a diversidade de alelos dentro dos subtipos de Blastocystis sp.
presente nos isolados obtidos dos pacientes candidatos a transplantes

atendidos no HC FMUSP.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC
FMUSP) (protocolo n°1.817.111, Anexo 1). Foram selecionadas amostras de fezes
de pacientes candidatos a transplantes atendidos no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC FMUSP) entre os anos
de 2011 a 2013. As amostras de fezes selecionadas foram provenientes de
pacientes que participaram do projeto intitulado de “Investigacdo de técnicas
diagnosticas para identificacdo da infeccdo por Strongyloides stercoralis em
pacientes com diferentes formas de imunodepressao” (protocolo 0123/10) e
estavam armazenadas no Laboratério de Investigacdo Médica (LIM-06),

Imunopatologia da Esquistossomose do HC FMUSP.

4.2 Critérios de incluséo
Amostras fecais que estavam armazenadas em freezer a -20°C e que
possuiam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) devidamente

assinado pelo paciente ou responsével.

4.3 Critério de exclusao
Amostras fecais que ndo possuiam o TCLE assinado pelo paciente ou

responsaveis.
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4.4 Populacao de estudo
Das 162 amostras fecais de pacientes candidatos a transplantes renal (TR),
hepéatico (TH) e de medula éssea (TMO), 150 foram selecionadas para o presente
estudo. O diagnostico parasitologico das amostras fecais foi realizado no momento
da coleta pelas técnicas de sedimentacao espontanea, Rugai e cultura em placa de
agar®’. Em seguida, foi realizada a pesquisa no sistema eletrénico e no banco de
dados (LIM/06) para obter as informacdes sobre: idade, sexo e doencgas que

levaram a indicacéo de transplante.

4.5 Extracdo do DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit comercial QlAamp® DNA
stool MiniKit (QIAGEN, Hilden, Germany), seguindo as instru¢cdes do fabricante.
Aproximadamente 200mg de material fecal foram transferidos para um tubo do tipo
eppendorf, seguido pela adicdo de 1,4mL do tampéo ASL, homogeneizacéo por 1
minuto, e incubacgdo a 70°C por 5 minutos. Em seguida, o tubo foi homogeneizado
durante 15 segundos, centrifugado a 12.400g por 1 minuto, e 1,2mL do
sobrenadante foram adicionados em um novo tubo, contendo a pastilha de inibidor.
Apo6s a homogeneizagédo, e incubagdo por 1 minuto em temperatura ambiente, o
tubo foi centrifugado a 12.400g durante 3 minutos. Em um novo tubo, contendo
15uL de proteinase K, foram transferidos 200uL do sobrenadante e
homogeneizado. Em seguida foram acrescentados 200uL do tampéo AL,
homogeneizado por 15 segundos e incubado a 70°C por 10 minutos. Apds a
incubacdo foram adicionados 200pL de etanol absoluto gelado e homogeneizado.
Em seguida todo o material foi aplicado na coluna, entdo centrifugado a 12.400g
por 1 minuto. O tubo coletor foi substituido e entdo foram adicionados 500uL do

tampédo AW1 e centrifugado a 12.400g por 1 minuto. Novamente o tubo coletor foi
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substituido e adicionados 500uL do tampdo AW2 e centrifugado a 12.400g por 3
minutos. A coluna foi transferida para um novo tubo e adicionados 50pL do tampéo
de eluicdo. Incubado em temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugado a
12.400g por 1 minuto. Essa etapa foi repetida. A coluna foi descartada e o DNA
eluido foi quantificado, distribuido em aliquotas e armazenado em freezer -20°C até

0 momento do uso.

4.6 Quantificagcdo de DNA nas amostras
A concentracdo de DNA das amostras foi estimada por espectrofotometria
utilizando o equipamento NanoDrop ND-1000 UV-VIS spectrophotometer v.3.2.1
(NanoDrop Technologies Scientific, Wilmington, Delaware USA). A estimativa de

pureza foi dada pela relacédo da absorbancia do DNA/proteina®®.

4.7 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
O DNA extraido foi amplificado utilizando-se primers especificos: BhRDr
(R:5-GAGCTTTTTAACTGCAACAACG-3’) e RD5 (F:5-ATCTGGTTGATCCTGC
CAGT-3) localizados no SSU-rDNA de Blastocystis sp., descrito por Scicluna et

al.*®, que amplificam um fragmento de aproximadamente 600bp.

A PCR foi realizada em volume final de 20uL, nas seguintes condicfes: 20
mg/mL de Albumina Sérica Bovina, tampdo 5X PCR, 10mM de dNTPs, 25mM de
MgCl,, 20pmol/uL de cada primer, 5 U/uL de enzima GoTag® DNA Polimerase

(Promega Corporation, Madison, USA) e 4uL de DNA (~100ng).

As amostras foram submetidas aos ciclos de amplificagdo: 94°C por 2

minutos para desnaturacdo inicial, seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 minuto
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(desnaturacao), 61,8°C por 1 minuto (anelamento) e 72°C por 1 minuto (extensao),
e uma extensao final de 72°C por 2 minutos. A reacao foi realizada no equipamento
Master cycler ep gradient S thermocycler (Eppendorf® Hamburg, Alemanha). Um
controle positivo (cultura de Blastocystis sp.) e outro negativo (mix da reacéo de

PCR e 4gua destilada) foram incluidos em cada reacéao.

4.8 Controles

O controle positivo foi obtido a partir da cultura de amostras frescas positivas
para Blastocystis sp. Estas amostras foram provenientes do laboratério central de
parasitologia do HCFMUSP. Para a realizagéo da cultura foi utilizado o protocolo
proposto por Zerpa et al.>®. O meio de cultivo foi preparado utilizando fosfato de
acido de sodio 8,95¢, fosfato de potassio 1,15g, Cloreto de sodio 20g, extrato de
levedura 4g e agua destilada, qsp 2.750mL. Depois foi adicionado 5% de soro
humano inativado, amido de arroz 2,75g, penicilina 1,0001U/mL e estreptomicina
50-100ug/mL. Posteriormente o meio foi distribuido em tubos de 2,5ml e adicionado
cerca de 100mg de amostras fecais positivas para Blastocystis sp. Estas culturas
foram mantidas a 37°C em estufa em condigcbes de anaerobiose, e examinadas
apos 24h e 48h em microscopia optica (Olympus CX 41, Japao) em aumento de
10X e 40X. Em seguida foram centrifugadas a 8.000g durante um minuto. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento resultante foi armazenado em freezer a
-20°C até o momento de uso. Para extracdo do DNA do controle positivo foi
utilizado o kit comercial QlAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN® Hilden, Germany),

como descrito anteriormente no item 4.5.

Como controle da extragdo de DNA foi utilizado os primers universais:
18SEUDIR (F:5-TCTGCCCTATCAACTTTCGATGG-3') e 18SEUINV (R:5-

TAATTTGCGCGCCTGCTG-3’), localizados na regido SSU-rDNA de eucariotos,
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como descrito por Wang et al.’® que amplificam um fragmento de

aproximadamente 140bp.

4.9 Eletroforese

Os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 2% corado com SYBR safe (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific
Corporation, Waltham, MA USA). Para tanto 5uL do produto amplificado foram
homogeneizados com 1puL do tampdo 10x Bluejuice™ Gel Loading Buffer
(Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific Corporation, Waltham, MA USA), e aplicados
no gel de agarose. Foi também aplicado ao gel um marcador molecular de 100
pares de bases (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Corporation, Waltham, MA
USA), um controle positivo (DNA proveniente de cultura de Blastocystis sp.) e um
controle negativo (produto de PCR com agua destilada). Os géis foram visualizados
em transluminador de luz ultravioleta (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific

Corporation, Waltham, MA, USA) e fotografados para posterior analise.

4.10 Reacao de Sequenciamento
Para o sequenciamento foi utilizada a técnica derivada da metodologia de
Sanger et al.?! utilizando-se didesoxinucleotideos (ddNTPs) contendo marcadores
fluorescentes (kit BigDye® Terminator (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
Os produtos com amplificacdo positiva foram inicialmente purificados pela
enzima ExoSAP (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA), de acordo com as
instrucbes do fabricante e, posteriormente submetidos ao sequenciamento para

incorporacgdo dos didesoxinucleotideos marcados.
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A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando o kit ABI Prism BigDye®
Terminator (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), com modificacbes no
protocolo proposto pelo fabricante. Para o sequenciamento foram utilizados 4uL de
BigDye® mix; 2uL de buffer 5X (200mM Tris-HCI pH 9,0 + 5mM MgCL,); 2uL de
cada primer (1,6 pmol/uL); 2uL do produto purificado e 10uL de agua Mili-Q com
volume final de reacdo de 20uL. O produto da PCR de sequenciamento foi
precipitado, em seguida resfriado em banho de gelo e submetido ao

sequenciamento automatico ABI 3500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

4.11 Analise dos dados
As sequéncias geradas foram avaliadas utilizando o programa BioEdit®? e
alinhadas com outras sequéncias de Blastocytis sp. presentes no banco de dados
GenBank utilizando a ferramenta BLAST®3. E em seguida foram submetidas ao
banco de Blastocytis sp. Multilocus Sequence Typing (MLST)® para a identificacdo

dos alelos.



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo da populagcdo estudada

O presente estudo avaliou 150 amostras de fezes de pacientes candidatos a
transplantes renal, hepético e de medula 6ssea. Das 150 amostras, 56 (37,3%)

foram do sexo feminino e 94 (62,7%) do sexo masculino, e idade variando de 19 a

83 anos (Tabela 1).

Tabela 1- Dados dos pacientes candidatos transplantes atendidos nho HCFMUSP,

de 2011 a 2013.

Grupo Feminino Masculino Idade*
n(%) n(%)

TR (n=51) 18 (35,3%) 33 (64,7%) 52,3 (x13,5)

TH (n=48) 17 (35,4%) 31 (64,6%) 55,5 (x12,5)

TMO (n=51) 21 (41,2%) 30 (58,8%) 47,4 (£13,7)

TR — transplante renal; TH — transplante hepético; TMO — transplante de medula
Ossea; * Média (xdesvio padrao).

Diversas doengas justificaram a indicacdo do transplante nos candidatos. No
TR as doencas de base foram: nefropatias hipertensiva, diabética, insuficiéncia
renal crénica sem causa definida, nefrite lGpica, litiase renal e nefropatia pos sepse.
Nos pacientes candidatos a TH foram: cirrose causada pelos virus B e/ou C, cirrose
alcéolica, esteatose hepatica ndo alcoolica, cirrose hepética criptogénica, hepatite
autoimune, cirrose biliar primaria e esquistossomose. Os candidatos TMO as

causas apontadas foram mieloma multiplo, leucemia mieléide aguda, linfoma nédo

Hodgkin, doenca de Hodgkin, anemia aplasica grave e mielofibrose.
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O resultado do diagndéstico parasitologico das amostras fecais demonstrou
auséncia de positividade para Blastocystis sp. Os pacientes TR apresentaram 11
amostras positivas (9 para Strongyloides stercoralis e duas para Entamoeba coli).
Os TH apresentaram quatro amostras positivas (trés para S. stercoralis e uma para
Endolimax nana), e de TMO outras quatro (duas para S. stercoralis e duas para E.

coli).

5.2 Diagndéstico molecular
A Reacédo em Cadeia de Polimerase foi inicialmente padronizada utilizando os
primers especificos, que amplificam o fragmento de aproximadamente 600bp

(Figura 4).

600bp ——>

Figura 4- PCR utilizando primers especificos que amplificam o fragmento de
aproximadamente 600bp localizado SSU-rDNA de Blastocystis sp. CP
(controle positivo — cultura de Blastocystis sp.), CN (controle negativo —
mix de PCR com agua destilada) e MM (marcador de massa molecular
100bp, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Corporation, Waltham, MA
USA).

A amplificagdo do alvo nos pacientes candidatos a transplantes foi de 16,7%
(25/150), sendo 33,3% (17/51) entre os TR, 10,4% (5/48) entre os TH e apenas

5,9% (3/51) entre os TMO.



40

Na Figura 5 estdo demonstradas as 17 amostras de fezes com amplificacdo
positiva de DNA para o alvo entre os candidatos a transplante renal. E nas Figuras
6 e 7 estdo demonstradas as amostras com amplificacdo para o alvo entre os
pacientes candidatos a transplante hepatico e de medula 6ssea, respectivamente.
Pode-se observar que em algumas amostras, como no TR (amostra 09, Figura 5) e
TH (amostras 01 a 04, Figura 6), ocorreu amplificacéo inespecifica, com produtos

de diferentes tamanhos.

MM 14 15 16 17 CN CP

Figura 5- Amplificacdo de DNA em amostras fecais (1 ao 17, A e B) de pacientes
candidatos a transplante renal utilizando primer especifico localizado na
regido de SSU-rDNA de Blastocystis sp. (~600bp). CP (controle positivo —
cultura de Blastocystis sp.), CN (Controle negativo — mix de PCR com
adgua) e MM (marcador de massa molecular 100bp, Invitrogen™, Thermo
Fisher Scientific Corporation, Waltham, MA USA).
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600bp —>

MM 01 02 03 04 05 06 07 08 09 CN CP

Figura 6- Amplificacdo de DNA em amostras de fezes (1 a 9) de pacientes
candidatos a transplante hepdatico, utilizando primer especifico
localizado na regido SSU-rDNA de Blastocystis sp. (~600bp). CP
(controle positivo — cultura de Blastocystis sp.), CN (controle negativo —
mix de PCR com agua), e MM (marcador de massa molecular 100bp,
Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Corporation, Waltham, MA USA).

600bp ——»

MM 01 02 03 CN CP

Figura 7- Amplificacdo de DNA em amostras de fezes (1 a 3) de pacientes
candidatos a transplante de medula 6ssea, utilizando primer especifico
localizado na regido de SSU-rDNA de Blastocystis sp. (~600bp). CP
(controle positivo — cultura de Blastocystis sp.), CN (controle negativo —
mix de PCR com &agua), e MM (marcador de peso molecular 100bp,
Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Corporation, Waltham, MA USA).

As amostras de DNA (n=125) sem amplificacdo do alvo (~600bp) foram
submetidas a uma PCR em triplicata. Ap6s a nova PCR nao foi observada
amplificacdo. Assim foi realizada a PCR utilizando primer universal (fragmento de
140bp), como controle da extracdo de DNA (Figura 8). E pode-se observar que

todas apresentaram o fragmento de 140bp.
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140bp —>

MM 010203 04 0506 07 08 09 10 11 12 13 CNCP

Figura 8- Amplificagdo de DNA em amostras fecais de pacientes candidatos a
transplante utilizando primer universal (~140bp). CP (controle positivo —
cultura de Blastocystis sp.), CN (controle negativo — mix de PCR com
dgua) e MM (marcador de massa molecular de 50bp, Invitrogen™,
Thermo Fisher Scientific Corporation, Waltham, MA USA).

As amostras com amplificacdo para o alvo (~600bp) foram submetidas ao
sequenciamento. As sequéncias foram submetidas a base de dados, e em 24
amostras houve confirmacéo de Blastocystis sp., com identidade variando de 87 a
100%. Uma unica amostra, com amplificacdo de ~600bp n&o foi confirmada ser
Blastocystis sp., sendo identificada como Galactomyces geotrichum, com

identidade de 86%.

Entre as 24 sequéncias confirmadas como sendo Blastocystis sp. foram
identificados os seguintes subtipos: ST1 em 9 (37,5%) amostras, ST2 em 3
(12,5%), ST3 em 11 (45,8%) e 0o ST7 em apenas uma amostra (4,2%) (Tabela 2).
Pode-se observar que a maioria dos isolados dentro do TR foi o ST1, seguido pelo

ST3, enquanto que nos TH e TMO o ST3 foi o0 mais frequente.
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Tabela 2- Distribuicdo dos subtipos de Blastocystis sp. em pacientes candidatos a
transplantes, HCFMUSP, em 2011 a 2013.

%(n/total de isolados em cada subtipo)

Grupo ST1 ST2 ST3 ST7

TR 50,0 (8/16) 6,25 (1/16) 37,5 (6/16) 6,25 (1/16)
TH - 40,0 (2/5) 60,0 (3/5) -

T™MO 33,3 (1/3) - 66,7 (2/3) -

Total 37,5 (9/24) 12,5 (3/24) 45,8 (11/24) 4,2 (1/24)

TR — Transplante Renal; TH — Transplante Hepatico; TMO — Transplante de Medula
Ossea.

Na pesquisa utilizando a base de dados (MLST) foram identificados os
alelos: 4, 78/81 (ST1); 11 e 12 (ST2); 34, 36, 37 e 54 (ST3) e 96 (ST7). E
importante ressaltar que uma amostra do ST1 ndo formou o “contig”, e quando as
sequéncias individuais (originarias dos primers “forward” e ‘“reverse”) foram
analisadas a base de dados (MLST) foi identificado um alelo em cada sequéncia,

caracterizando uma infeccédo mista por dois alelos (78 e 81).

Pode-se observar que somente um Unico alelo foi identificado no ST7. No
ST1 foram identificados os alelos 4 (8/9) e 78/81(1/9), com frequéncias de 88,9 e
11,1%, respectivamente. No ST2 foram identificados os alelos, 11 (1/3) e 12 (2/3),
com frequéncias de 33,3% e 66,7%, respectivamente. No ST3 foram identificados
quatro alelos 34 (4/11), 36 (4/11), 37 (2/11) e 54 (1/11), com frequéncias variando

de 9,1 a 36,4% (Grafico 1).
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100

Frequéncia de alelos (%)

4 78/81 12 1 34 36 37 54 86
ST1 ST2 ST3 ST7

Grafico 1- Distribuicdo e frequéncia dos alelos dentro dos subtipos de Blastocystis
sp. em pacientes candidatos a transplantes.

A distribuicdo dos subtipos e seus respectivos alelos, de acordo com a
amostra em cada grupo de candidatos a transplante estdo demonstrados na Tabela
3. Observou-se que dentre o TR, 0 ST1 foi o subtipo mais frequente, seguido pelo
ST3, que apresentou uma maior diversidade de alelos. Nos TH e TMO, a maior

frequéncia foi do ST3.
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Tabela 3- Distribuicdo dos subtipos de Blastocystis e seus respectivos alelos de
acordo com a identificacdo das amostras.

Identificacdo das amostras Subtipo Alelo
Transplante Renal
01TR ST3 36
04TR ST3 34
07TR ST3 36
09TR ST3 34
10TR ST1 04
11TR ST1 04
22TR ST1 04
26TR ST1 04
27TR ST3 36
29TR ST1 04
30TR ST1 04
31TR ST1 78 e 81
35TR ST7 96
42TR ST1 04
48TR ST3 54
55TR ST2 12
Transplante Hepatico
22TH ST2 11
26TH ST2 12
32TH ST3 36
33TH ST3 37
47TH ST3 34
Transplante de Medula 6ssea

06TMO ST3 34

36TMO ST1 04

46TMO ST3 37

5.3 Arvore filogenética
Na figura 9 estd demonstrada a distribuicdo dos subtipos de Blastocystis sp.
identificados nas amostras dos candidatos a transplante. Pode-se observar que as
sequencias obtidas dos isolados TR31F e TR31R, estdo agrupados dentro do ST1,

porém em ramos diferentes.
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Figura 9- Arvore filogenética mostrando as relagdes evolutivas inferidas dos
subtipos de Blastocystis sp. identificados nas amostras dos candidatos
a transplante. A seta indica a amostra ST2 agrupada dentro do ramo
ST1. A andlise foi conduzida utilizando o método Neighbor-Joining.

Valores de bootstrap inferiores a 50% néo foram exibidos.

Pode-se observar que uma amostra identificada como ST2 (TH 26) ficou

agrupada dentro do ramo do ST1, o que pode nos indicar o quanto séo discretas as

diferencas entre os subtipos.
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6 DISCUSSAO

z

Blastocystis sp. € um protozoario gastrointestinal de distribuicdo mundial
frequentemente relatado como o organismo de maior ocorréncia em inquéritos
parasitolégicos?*. Em alguns estudos tem sido apontado como um importante
agente causador de doencga gastrointestinal, especialmente em condicdes de
imunodepressdo®*°. No entanto sdo escassos os dados de prevaléncia em
pacientes imunocomprometidos, a maioria dos trabalhos sdo realizados com
pacientes HIV/Aids ou com cancer®, ou ainda a nimero restrito de relatos de casos
com pacientes pds-transplante®®. Assim este é o primeiro estudo que avalia a
ocorréncia de Blastocystis sp. em pacientes candidatos a transplantes, sobretudo

utilizando a analise molecular.

Alguns estudos tém apontado uma maior positividade de Blastocystis sp. em
pacientes imunocomprometidos em relagdo ao grupo controle%¢67, Estes estudos
apontam que o comprometimento da imunidade nestes pacientes pode ocasionar

diarreia e outros sintomas gastrointestinais.

Considerando estudos com pacientes imunocomprometidos (em diferentes
condicbes) e baseados no diagnéstico parasitologico, as positividades para
Blastocystis sp. variaram de 2 a 55%°% ! dependendo da populacéo estudada e da
técnica parasitolégica de escolha. No presente estudo néo foi observada amostra
positiva pelas técnicas parasitologicas, provavelmente devido a utilizacdo de
métodos parasitolégicos (Sedimentagdo espontanea, Rugai e cultura em Placa de
agar) nao indicados para a pesquisa deste organismo. Diversos autores reforcam
gue os métodos parasitolégicos convencionais possuem baixa sensibilidade353¢72 e

para facilitar a identificacdo tem sido recomendado as coloracbes permanentes,
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e/ou os métodos de cultura®®"3. Por outro lado, tem sido relatado que alguns

subtipos ndo apresentam bom crescimento em determinados meios de cultura®?’.

A amplificacdo e o sequenciamento de diferentes regibes do gene SSU-
rDNA tem sido utilizada para a pesquisa de DNA de Blastocystis sp. em amostras
fecais!®3®3° Em 2006, Scicluna et al.® descreveram a regido barcoding, com
aproximadamente 600bp. De acordo com alguns trabalhos a amplificacdo dessa
regido além de aumentar sensibilidade do diagndstico, pode ser utilizada como um

marcador de diversidade genética deste organismo®2874,

Por outro, tem sido relatado que esses iniciadores podem amplificar DNA
inespecifico na auséncia ou em pouca quantidade de DNA de Blastocystis sp.* No
presente trabalho todas as sequencias geradas foram confirmadas na base de
dados como Blastocystis sp., com exce¢do de uma Unica amostra com amplificagéo
no tamanho esperado (~600bp), que apds o sequenciamento nao foi

correspondente ao Blastocystis sp.

Nossos resultados demonstraram que 16% das amostras fecais dos
candidatos a transplantes apresentaram amplificacdo de DNA de Blastocystis sp.
Esta positividade foi menor quando comparada a outros estudos moleculares
realizados no Brasil em outras populacées®’. Como no estudo realizado em
moradores da cidade de Botucatu, no Estado de S&o Paulo foi demonstrado a

positividade de 71% de Blastocystis sp., utilizando métodos moleculares’.

E valido ressaltar que existe uma lacuna de registros ou relatos de
Blastocystis sp. na populagdo de candidatos a transplante, por isso as possiveis
discussbes foram baseadas na populacdo imunocomprometida em geral, ou ainda
em pacientes com patologias que possam justificar transplantes renais, figado e

medula éssea. A imunodepresséo que o presente estudo se refere esta relacionada
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com as doencas de bases. Outro ponto importante é que ndo foi encontrado
registros de sintomas gastrointestinais nas fichas dos pacientes incluido no

presente estudo.

Em pacientes com doenca renal crbnica, uma possivel doenca que pode
predispor ao transplante de rins, estudos realizados no Brasil baseados em
métodos parasitoldégicos, apontam uma ocorréncia de 20,1%% e 24,5%7° para
Blastocystis sp. No entanto, estudos realizados em transplantados renais, Naeini et
al.%®® relatam 4,7% de positividade considerando técnicas parasitolégicas. Rao et
al.® descreveram Blastocystis sp. como importante agente responsavel por
diarreias neste grupo. No presente estudo foi observada uma positividade de 31,4%

para DNA de Blastocystis sp. entre os candidatos a TR.

Nos candidatos a TH foram detectados DNA de Blastocystis sp. em 10,4%
das amostras analisadas. E valido reforcar que na literatura atual s&o escassos 0s
dados sobre a ocorréncia deste organismo em candidatos a transplante, sobretudo
no que se refere ao grupo hepético. Recentemente foi descrito formas vacuolares
em paciente apos transplante hepatico’®. Em outro estudo avaliando pacientes com
cirrose hepdtica, foi demonstrado que 21,6% apresentaram DNA de Blastocystis

sp.””

Em relagcdo ao grupo TMO, em um estudo realizado no Egito foi observado
gue 55% dos individuos com leucemia linfoide foram positivos para Blastocystis sp.
por técnicas parasitolégicas’®. No presente trabalho apenas 5,9% apresentaram
amplificacdo do fragmento de DNA de Blastocystis sp. entre os candidatos a
transplante de medula éssea. Nossos resultados foram inferiores aos reportados
por Poirier et al.*?, com 16% de positividade, e Tasova et al.”®, com 13% de

positividade, em pacientes com neoplasias hematolégicas, utilizando a PCR em
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tempo real e a microscopia direta, respectivamente.

Tem sido especulado que Blastocystis sp. pode ser um patégeno
gastrointestinal oportunista, e que em hospedeiros imunocomprometidos, a
imunossupresséo pode ser um importante fator para o desenvolvimento de doenca.
Neste contexto, dois estudos realizados com modelos experimentais demonstram
gue os animais imunossuprimidos apresentaram uma predisposi¢cdo a colonizagéo
do intestino delgado em relacdo aos animais imunocompetentes®’. No estudo
realizado com camundongos imunossuprimidos, 0s exames histopatolégicos
demonstraram a presenca de formas de Blastocystis sp. em todas as camadas do
intestino delgado, além de esfoliacdo epitelial e infiltrado inflamatério na
submucosa’. Porém a andlise histolégica do intestino delgado ndo revelou
evidéncia de patologia causada por Blastocystis sp. em  suinos

imunocomprometidos®.

Por outro lado, existem algumas evidéncias de que Blastocystis sp. possa
causar infeccdo oportunista em humanos imunocomprometidos. Em um estudo
realizado no Egito foi detectado Blastocystis sp. em 12,1% dos individuos
imunocomprometidos e em 7,2% dos pacientes imunocompetentes®. Mariam et
al.”® reportaram Blastocystis sp. como principal causa de diarreia em pacientes com
HIV/Aids e sugeriram o tratamento deste organismo a fim de melhorar a qualidade
de vida destes pacientes. De acordo com Marcos e Gotuzzo®, pacientes com
HIV/Aids e transplantados sdo mais suscetiveis a desenvolverem os sintomas
associados com presenca de Blastocystis sp. Neste contexto, a diversidade
genética e a resposta imune do hospedeiro podem ser fatores importantes para o

desenvolvimento da infecgdo3%°
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A analise molecular baseada no gene SSU-rDNA tem apontado 17 subtipos
de Blastocystis, encontrados em humanos, outros mamiferos e aves®. Os subtipos
encontrados neste estudo foram ST3 (45,8%), ST1 (37,5%), ST2 (12,5%) e ST7
(4,2%), similar ao reportado na literatura. Segundo Alfellani et al.*®* a maioria dos
isolados humanos correspondem ao ST3, seguido por ST1, ST2 e ST4. No entanto
0 ST4 ndo foi isolado no presente trabalho, o que pode ser explicado pela
distribuicdo geografica deste subtipo, na qual tem sido reportada em apenas 2%
dos isolados na América do Sul*®. Por outro lado, o ST4 tem sido frequentemente
reportado em alguns paises da Europa®42. No Brasil, alguns trabalhos ja tinham
apontado a maior ocorréncia dos ST3, seguido por ST1 e ST2%%.75, Com excecdo
de Malheiros et al.®! que detectaram maior frequéncia do ST1 (41%), seguido por
ST2 (32%) e ST3 (17%), em uma populacdo indigena da regido Amazonica no

Estado do Mato Grosso.

Segundo a literatura, ST5-9 sdo raramente encontrados em humanos!. ST6
e ST7 sdo comumente detectados em aves na Asia e no Oriente Médio'!. No Brasil,
ST6 foi isolado de humanos em dois trabalhos®>%® realizados no estado de Sé&o
Paulo. No presente estudo néo foi observado a presenca de ST6, entretanto ST7 foi
isolado em 4,2%, similar ao reportado recentemente por Oliveira-Arbex et al.” na
cidade de Botucatu. Na América do Sul a prevaléncia registrada para ST7 foi de
apenas 2,3%%*. De acordo com Yoshikawa et al.®> ST7 é raramente encontrado em
humanos (3,9%), podendo ser identificado em roedores. Meloni et al.8? encontraram
ST7 e ST8 em 2,9% dos isolados humanos na Itdlia. Embora no presente estudo
ndo fosse identificado os ST8 e ST9, o ST8 recentemente foi isolado em 7% dos

moradores da zona rural no Estado do Rio de Janeiro®.

Tem sido sugerido que a diversidade genética de Blastocystis sp. pode estar

relacionada ao potencial patogénico deste organismo®!!. Assim diversos estudos
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tém sido realizados para identificar os subtipos de Blastocystis em individuos
saudéaveis e sintomaticos, entretanto até o momento nenhum subtipo especifico foi

relacionado de forma consistente a manifestacéo de sintomas?.

Neste trabalho foram observados os subtipos ST1, ST2, ST3 e ST7 entre
individuos candidatos a transplantes, ST3 foi 0 subtipo de maior ocorréncia sendo
encontrado nos trés grupos. Nossos resultados foram similares ao reportado em
estudos realizados em pacientes com HIV/aids e cancer®”*°. No presente estudo

nao foi observada relacdo entre os subtipos e o tipo de indicacdo ao transplante.

Em um trabalho realizado na Franca em pacientes com neoplasias
hematoldgicas foram encontrados quatro diferentes subtipos ST3, ST4, ST6 e ST7,
sendo que ST4 foi observado com maior frequéncia®’. No presente trabalho foram
encontrados apenas dois subtipos ST1 e ST3 em pacientes candidatos a
transplante de medula éssea, que pode ser devido a baixa ocorréncia de

Blastocystis sp. encontrada neste grupo.

A andlise das sequencias génicas multilocus (MLST) tem demonstrado a
existéncia de diversidade genética dentro dos subtipos de Blastocystis sp.*°. Neste
trabalho foram identificados os alelos 34, 36, 37 e 54 dentro do ST3, similar aos
resultados observados por Melo et al.*®, reforcando a maior variabilidade genética
dentro deste subtipo. Embora existam poucos estudos sobre as sequéncias do
MLST, alguns autores apontam para a sua importadncia na compreensdo de
guestdes relacionadas com a patogenicidade e a transmissdo zoonoOtica deste

organismo?.

Com este enfoque, tem sido reportado que a discriminacdo de alelos pode
fornecer informacgdes Uteis sobre a especificidade do hospedeiro3*8%e distribuicdo

geogréafica de Blastocystis sp.>®, além de uma correlacdo com manifestacdes
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clinicas®. No presente estudo foram identificados diferentes alelos, mas os
resultados sdo contrarios aos obtidos por estudos anteriores®*#, ou seja, menor
namero de alelos dentro de cada ST. Foi identificado somente dois alelos (4 e 78)
no ST1, com predominancia no alelo 4. Em estudo realizado em amostras humanas
na Colémbia, foi demonstrada a presenca dos alelos 1, 2, 4, 82 e 83 no ST1, com

maior predominancia do alelo 28

No presente estudo, dentro do ST3 foram identificados os alelos 34, 36, 37 e
54. Estes e outros alelos foram observados em amostras humanas e de primatas
ndo humanos®. Os resultados de Ramirez et al.®% apontam para uma grande

diversidade de alelos (9 diferentes alelos) dentro do ST3.

O ST7 tem sido descrito comumente em aves, e raramente em
humanos32, Por outro lado, no presente estudo foi identificado o ST7 (alelo 96),
diferente dos resultados encontrados por Ramirez et al.8*, que ndo observaram o

ST7.

O papel patogénico de Blastocystis sp. é ainda muito controverso. Recentes
estudos apontam Blastocystis sp. como um componente da microbiota intestinal
humana®®®8, Estes estudos sdo suportados principalmente pela alta ocorréncia de
Blastocystis sp. em individuos saudaveis associada a falta de evidéncias direta de
patologia®®%, Tito et al.®! observaram a presenca de Blastocystis sp. em 30% dos
individuos saudaveis e em apenas 4% dos pacientes com a doenga do intestino
inflamado. De acordo com Scanlan et al.?? Blastocystis sp. € um organismo comum
da microbiota intestinal humana, podendo ser encontrado em mais de 50% dos
individuos saudaveis e que sua patologia depende das variacdes genéticas
apresentadas pelo organismo.

Assim algumas andlises associam a presenc¢a deste organismo com uma

maior diversidade na microbiota intestinal®®®8, No entanto, alguns estudos indicam



54

gue ocorre uma reducéo de bactérias benéficas na presenca de Blastocystis sp*.
Um estudo recente sobre a associacdo entre componentes da microbiota intestinal
e encefalopatia hepéatica sugere que a auséncia de Blastocystis sp. esta
relacionada com a gravidade da lesdo hepatica’. Essas discrepancias podem ser
devidas a complexa natureza genética de Blastocystis, ou seja, a presenca de
diferentes subtipos, os quais podem influenciar a microbiota intestinal®. Assim
subtipos distintos exibem diferentes taxas de crescimento, suscetibilidade a drogas,
intervalos de hospedeiros e outras caracteristicas biolégicas?®, que poderiam atuar
diretamente na composicéo desta microbiota®.

Em uma recente discussao sobre o papel patogénico de Blastocystis sp. em
pacientes com doencas renais crbnicas, Salinas®, aborda questdes importantes,
gue devem ser consideradas de um modo geral. Neste contexto, Salinas® enfatiza
gue infelizmente o papel de Blastocystis como causa de doencga esta longe de ser
completamente compreendido, uma vez que, envolve o estudo de vérios fatores
relacionados com o numero e morfologia de parasitas, resposta imune do
hospedeiro, resposta ao tratamento e técnicas laboratoriais utilizadas, e até agora
apontam para dados contraditorios. Além de ensaios clinicos bem desenhados que

abordem seu potencial carater patogénico.

O presente trabalho apresenta algumas limitacbes que podem estar
relacionadas principalmente com as técnicas parasitologicas utilizadas para o
diagndstico parasitologico. Neste contexto vale ressaltar que o objetivo do projeto
originario foi a pesquisa de S. stercoralis. Além disso, observou-se a auséncia de
sintomas nos registros que possam estar relacionados com a presenca de

Blastocystis sp.

Contudo este € o primeiro estudo envolvendo a caracterizacdo molecular de

Blastocystis sp. em amostras de fezes de pacientes candidatos a transplantes.
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Assim os presentes resultados confirmaram a maior ocorréncia do subtipo ST3,
seguido pelo ST1 e ST2 nos isolados. Além disso, refor¢a a importancia de novas
pesquisas relacionadas com a presenca de Blastocystis sp. em pacientes

imunocomprometidos, até entdo pouco explorada.
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7 CONCLUSOES

a) Ocorréncia de 16% de Blastocystis sp. nos pacientes candidatos a

transplantes atendidos no HCFMUSP, utilizando a pesquisa de DNA.

b) Foram identificados os subtipos ST1, ST2, ST3 e ST7, sendo o ST3 0 mais

prevalente entre os isolados.

c) A maior diversidade de alelos foi observada dentro do ST3.
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