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Resumo

RESUMO

Giardia duodenalis é um dos principais agentes etiolégicos de diarreia infecciosa,
sobretudo em criancas em idade pré-escolar que vivem em comunidades de baixa
renda. Estudos da diversidade genética de G. duodenalis ampliaram o conhecimento
da epidemiologia nas infeccBes humanas, entretanto um dos temas mais interessantes
e menos conhecidos é a possivel interacdo de Giardia com o microbioma do
hospedeiro e com patdégenos concomitantes. No presente estudo, avaliou-se a
composicdo e a diversidade da comunidade bacteriana de criangas saudaveis e
criangcas com diarreia, parasitadas por Giardia e outros protozoarios intestinais. Os
isolados de Giardia obtidos nessa populacdo foram caracterizados geneticamente.
Amostras de fezes foram obtidas de 181 crian¢as de 0 a 6 anos de idade, das quais
156 criangas higidas atendidas em centros de educacao infantil e 25 criangas com
diarreia atendidas no PS Infantil Municipal. Cada amostra de fezes foi processada para
0 exame microscépico e submetida a extragcdo de DNA a ser empregado em duas
etapas distintas: (1) amplificacdo e sequenciamento Sanger para a caracterizacao
genética de Giardia e o diagnéstico de Blastocystis sp, Dientamoeba fragilis,
Enterocytozoon bieneusi e Cryptosporidium spp. e (2) amplificagdo do gene 16s RNA
ribossomal e sequenciamento de nova geracdo (plataforma lllumina MiSeq) para a
caracterizacdo da microbiota intestinal. Giardia (36,5%) e Blastocystis (41,7%) foram
0s parasitas mais prevalentes. A caracterizacdo genética de 61 isolados de Giardia
revelou infeccdes por assemblages A (64%), B (33%) e infec¢cdes mistas A+B (3%). As
analises metagendmicas revelaram similaridade da diversidade e riqueza do
microbioma bacteriano entre os grupos de criangas assintomaticas e parasitadas por
Giardia e/ou outros protozoarios e o grupo de criancas néo parasitadas em
comparagdo com o grupo de criangas com Giardia e diarreia. Redugdo e aumento
marcantes da abundancia relativa, respectivamente, nos filos Bacteroidetes e
Proteobacteria foram observados no grupo de criancas com diarreia. Aumento do filo
Verrucomicrobia com predominio do género Akkermansia foi observado nas infeccdes
sintomaticas e assintomaticas por este protozoario, particularmente no grupo com
diarreia. Além disso, Bifidobacterium foi mais abundante nas criancas com giardiase
sintomatica do que nos casos assintomaticos. A despeito dessas variacoes,
geralmente a colonizacdo por Giardia mostrou-se associadas associada a uma
microbiota saudavel. A existéncia de associacfes entre parasitas intestinais e

diversidade de microbiota é um fato, porém requer mais estudos.

Palavras-chave: Parasitas intestinais, Criancas, Giardia duodenalis, Diversidade

genética, Sequenciamento de Nova Geragéo (GS), Microbiota



Abstract

ABSTRACT

Giardia duodenalis is one of the major etiological agents of infectious diarrhea,
especially in preschool children living in low-income settings. Studies focused on
genetic diversity of G. duodenalis have provided insights for a better understanding of
epidemiology in human infections. However, one of the most interesting and least
known issues is the possible interplay between Giardia and the host microbiome and
concomitant pathogens. In this work, we evaluated the diversity and composition of
bacterial community of healthy children and children presenting with diarrhea infected
by Giardia and/or other intestinal protozoa. In addition, Giardia isolates infecting this
population were genotyping. A total of 181 stool samples from children aged 0 to 6
years old (156 from daycare children and 25 from diarrheic children attending in an
emergence pediatric center) were tested by microscopic examination and submitted to
DNA extraction for the following steps: (1) conventional PCR/sequencing for Giardia
genotyping and the diagnosis of Blastocystis sp, Dientamoeba fragilis, Enterocytozoon
bieneusi and Cryptosporidium spp and (2) next-generation sequencing (lllumina
MiSeq) based analysis of intestinal microbiota. Giardia (36.5%) and Blastocystis
(41.7%) were the most prevalent parasites. Analysis of Giardia sequences retrieved
from 61 isolates revealed infections by assemblages A (31%), B (69%) and mixed
infections A+B (3%). Metagenomic analyzes revealed similarity of bacterial microbiome
diversity and richness between asymptomatic children infecting by Giardia and/or other
protozoa and the group of non-parasitized children compared to the group of children
with Giardia and diarrhea. Metagenomic analysis revealed significant reduction and
increase in relative abundance, respectively, in the Bacteroidetes and Proteobacteria
phyla were observed in the group of Giardia-positive children with diarrhea. In addition,
an increase in the phylum Verrucomicrobia with a predominance of the genus
Akkermansia was observed in both symptomatic and asymptomatic children. In
addition, Bifidobacterium was more abundant in children with symptomatic giardiasis
than in asymptomatic cases. Despite these variations, Giardia colonization is usually
associated with a healthy gut microbiota. The existence of associations between

intestinal parasites and microbiota diversity is a fact but it needs further studies.

Keywords: Intestinal parasites, Children, Giardia duodenalis, Genetic diversity, Next

Generation Sequencing (NGS), Microbiota
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Introducéo

INTRODUCAO

1.1. O protozoério Giardia
1.1.1. Histoérico e Taxonomia

O género Giardia inclui protozoarios flagelados que parasitam o intestino delgado
de vérias espécies de vertebrados, incluindo mamiferos, aves, répteis e anfibios, sendo
nestes hospedeiros, 0 agente responsavel pela infeccdo denominada giardiase.

Por mais de 300 anos, desde que Giardia foi observado pela primeira vez em
1681 por Anton van Leeuwenhoek em suas préprias fezes, a sua descoberta propiciou
aos pesquisadores, a oportunidade de investigar um dos organismos mais interessantes
do ponto de vista evolutivo, bioldgico e até mesmo epidemiol6gico. Mesmo apresentando
caracteristicas morfologicas incomuns e capazes de diferenciar este parasita de outros
protozoarios, a taxonomia e nomenclatura ainda sdo controversas. Apés varias revisbes
taxondmicas, atualmente, os organismos do género Giardia sdo classificados no filo
Metamonada, subfilo Trichozoa, superclasse Eopharyngia, classe Trepomonadea,
subclasse Diplozoa e ordem Giardiida (LUJAN; SVARD, 2011; THOMPSON; MONIS,
2012).

Dois séculos apds o parasita ter sido observado pela primeira vez, Vilem Lambl,
em 1859, analisando as fezes de uma crianga, realizou a primeira descricdo morfologica
mais detalhada e denominou o parasito Cercomonas intestinalis, sendo que mais adiante
em 1875, Davaine, estudando flagelados intestinais de coelhos, denominou o parasito
Hexamita duodenalis (MONIS; THOMPSON, 2004; LUJAN; SVARD, 2011).
Caracteristicas morfologicas distintas e diferencas no ciclo de vida levaram a constatacéo
de que o protozoario ndo pertencia aos géneros Cercomonas e Hexamita, sendo que, em
1882, o género Giardia foi criado por Kunstler, ao observar o mesmo flagelado no
intestino de girinos de anfibios anuros (MONIS; THOMPSON, 2004; LUJAN; SVARD,
2011). Seis anos depois, Blanchard (1888) sugeriu 0 nome genérico Lamblia em

Pagina | 12



Introducéo

homenagem a primeira descricdo do parasito feita por Lambl e esta denominagéo
permaneceu por um tempo até que, de fato, o género Giardia foi reconhecido pela
maioria dos pesquisadores (MONIS; THOMPSON, 2004; LUJAN; SVARD, 2011). Em
1915, Charles Wardell Stiles, estudando fezes humanas, denominou de Giardia lamblia
aos parasitos observados nesse material, homenageando com essa denominacdo, 0s
estudos realizados pelos pesquisadores Giard em Paris e Lambl em Praga (LIPOLDOVA,
2014).

A partir da criacao do género, a determinacdo das espécies passou a ser feita,
principalmente, com base no hospedeiro de origem, e com isso, mais de 50 espécies
diferentes foram descritas, a maioria em mamiferos. No entanto, este critério passou a
ser questionado por muitos pesquisadores, sendo que em 1952, Filice ao analisar os
dados reunidos até aquele momento, realizou a primeira revisdo taxondmica (FILICE,
1952). Com isso, baseando-se apenas em caracteristicas morfoldgicas dos trofozoitos,
Filice prop6s considerar apenas trés espécies distintas: Giardia duodenalis que infecta
varios mamiferos, inclusive o ser humano, aves e répteis, Giardia muris que infecta
roedores, aves e répteis e Giardia agilis que infecta anfibios. Posteriormente, com o
emprego da técnica de microscopia eletrdnica e com os avangos da biologia molecular,
trés novas espécies foram propostas, a saber: Giardia psittaci (ERLANDSEN; BEMRICK,
1987) e Giardia ardeae (ERLANDSEN, 1990) descritas, respectivamente, em periquitos e
garcas azuis e Giardia microti, encontrada em roedores conhecidos como camundongo-
do-campo e rato-almiscarado (FEELY, 1988). Atualmente, oito espécies do género
Giardia sé@o consideradas validas, pois além dessas seis espécies, incluem-se mais duas
espécies, recentemente descrtitas, Giardia cricetidarium em hamster (HILLMAN et al.,
2016) e Giardia peramelis em marsupiais denominados "bandicoots" (LYU et al., 2018).

Dentre as oito espécies aceitas, Giardia duodenalis (=Giardia intestinalis = Giardia

lamblia) é a Unica espécie que parasita o ser humano, podendo infectar outros
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mamiferos, incluindo animais de companhia como cdes e gatos e uma variedade de

animais domésticos e silvestres (FENG; XIAO, 2011).

1.1.2. Giardia duodenalis — Aspectos gerais

No que se refere a biologia, os parasitas do género Giardia se apresentam sob
duas formas evolutivas estruturalmente e bioguimicamente distintas, o trofozoito e o cisto.
Os trofozoitos sdo as formas flageladas responsaveis pelas manifestagdes clinicas da
giardiase, enquanto os cistos representam o estagio infectante, pois exibem uma rigida
parede protetora que permite a sobrevivéncia do parasita fora do hospedeiro. Essas
formas podem ser encontradas em fontes de &guas residuais, superficiais e
subterraneas, bem como em amostras de agua potavel, mesmo apdés o tratamento
empregando 0s processos convencionais de tratamento e desinfeccdo da agua
(OMAROVA et al., 2018). Por apresentar um ciclo de vida direto, a transmissao ocorre
facilmente a partir da ingestéo dos cistos, seja indiretamente através da agua e alimentos
contaminados ou diretamente de pessoa a pessoa. Poucos cistos sdo necessarios para
infectar o hospedeiro, sendo que 10 a 100 formas sdo suficientes para iniciar a infecgéo.
Ap6s a ingestdo, o cisto passa por um processo de desencistamento, que tem inicio no
meio acido do estbmago e completa-se no duodeno e jejuno. Recentemente, foi
constatado que cada cisto maduro libera uma forma oval, tetranucleada e com oito
flagelos, denominada excitozoito (ANKARKLEV et al., 2010; Figura 1). Ha evidéncias de
que em cada excitozoito ocorram duas divisées nucleares sem replicagcdo do material
genético e, em seguida, este organismo divide-se e origina quatro trofozoitos
binucleados. Os trofozoitos multiplicam-se por divisdo binéria longitudinal e assim,
colonizam o intestino, onde permanecem aderidos a mucosa por meio do disco adesivo.

O ciclo se completa pelo encistamento do parasito e sua eliminacdo para o meio exterior.
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Conclusao

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo representam uma contribuicdo
importante quanto a prevaléncia de infecgBes causadas por parasitas intestinais, a
diversidade genética de Giardia duodenalis e as interacdes entre protozoarios intestinais

e a comunidade microbiana em um grupo de criangas em idade pré-escolar.

Assim destacamos as seguintes conclusdes:

e As infeccbes por parasitas intestinais, especialmente causadas por
protozoarios, ainda sdo detectadas em regides onde a populagdo tem
acesso a infraestrutura publica de abastecimento de dgua e esgotamento
sanitério.

e A deteccdo dessas infeccbes em criancas institucionalizadas indica a
necessidade de medidas educativas de higiene no controle e prevengéo da
transmissao.

e A identificacdo de infec¢cdes por G. duodenalis associadas aos grupos
genéticos All e B (BIll e BIV) em ambientes que reinem criangas em idade
em que ainda ndo assimilaram os preceitos basicos de higiene, reforca a
possibilidade de transmisséo antroponoétca (pessoa a pessoa).

e A presenca de uma microbiota apresentando um perfil mais saudavel em
criangas assintomaticas parasitadas por Blastocystis e D. fragilis, inclusive
em coinfec¢cdes com Giardia duodenalis, sugere que o parasitismo por
esses organismos possa ter um carater mais benéfico do que prejudicial.

o Embora a colonizacdo apenas por Giardia duodenalis determine mudancas
sobre a microbiota, inclusive em infec¢des assintomaticas, o exato efeito
sobre a diversidade e composicao da comunidade bacteriana ainda néo esta

claro.
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