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Resumo

Giardia e Cryptosporidium sao dois protozoarios que infetam o homem e animais, tendo
sido detetados com alguma frequéncia em moluscos bivalves. Ambos parasitas tém ciclos de
vida adequados para que haja infecao e transmissao por via hidrica e pelos alimentos. Os
quistos de Giardia e os ooquistos de Cryptosporidium sao as formas infetantes e sao muito
resistentes as condicoes ambientais e aos tratamentos quimicos efetuados a agua para
consumo humano. Estas estruturas de resisténcia permanecem viaveis na agua durante meses
podendo contaminar o homem e animais bem como a fauna aquatica nomeadamente moluscos

bivalves.

Em Portugal é escassa a pesquisa destes protozoarios em alimentos. Assim, o presente
trabalho teve como objetivo pesquisar Giardia e Cryptosporidium em moluscos bivalves através
de técnicas moleculares e fazer uma andlise do risco alimentar para a saude publica associado

ao consumo destes moluscos.

Ostras de trés espécies, Ostrea edulis, Crassostrea gigas e Crassostrea angulata, foram
recolhidas em diferentes zonas de Portugal pelo Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera
(IPMA) no periodo de 2011 a 2017. O ADN das ostras (n=190) foi extraido utilizando-se o
kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) e a detegao de Giardia e Cryptosporidium foi realizada por
técnicas de PCR (nested-PCR e qPCR). A identificacao das espécies e genotipos foi realizada

por sequenciagao.

O locus do gene ssu rRNA de Giardia foi amplificado por nested-PCR em 29 amostras
de ostras (15,3%). Destas 29 amostras positivas, s6 |2 amostras foram sequenciadas com
sucesso. O alinhamento das sequéncias identificou a espécie Giardia lamblia em todas as
amostras com 99-100% de homologia com sequéncias de referéncia. Através do estudo das
posigoes nucleotidicas foram caracterizadas 10 amostras no genétipo A. Recorrendo ao qPCR
especifico dos gendtipos A e B, gendtipos responsaveis pela doenga no homem, foi possivel

identificar o genotipo A de Giardia lamblia em 28 amostras.

Relativamente a detegao do protozoario Cryptosporidium, 17 amostras apresentaram
fraca amplificagao no nested-PCR e como nao ocorreu amplificagago no qPCR foram

consideradas negativas.

Em conclusao, as técnicas de biologia molecular foram aplicadas com sucesso, detetou-
se o genotipo A de G. lamblia em ostras, podendo o seu consumo representar um risco para

a saude publica.
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angulata, Giardia lamblia, Cryptosporidium spp., doengas transmitidas pela agua, seguranga

alimentar, qPCR, nested-PCR, sequenciagao.
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Abstract

Giardia and Cryptosporidium are two protozoan that infect man and animals and have
been detected with some frequency in bivalve molluscs. Both parasites have adequate life
cycles for infection and transmission by water and food. Giardia cysts and Cryptosporidium
oocysts are the infective forms and are very resistant to environmental factors as well as to
chemical treatments applied to water for human consumption. These resistance structures
remain viable in the water for months and may contaminate man and animals as well as aquatic

fauna including bivalve molluscs.

In Portugal the research of these protozoans in food is scarce. Thus, the present work
aimed to investigate the presence of Giardia spp. and Cryptosporidium spp. in bivalve molluscs
applying molecular techniques and to make an analysis of the food risk to public health

associated to their consumption.

Oysters of three species, Ostrea edulis, Crassostrea gigas and Crassostrea angulate, were
collected in different areas of Portugal by the Portuguese Institute of the Sea and Atmosphere
(IPMA) between 201 land 2017. Oyster DNA (n=190) was extracted using the kit Tissue DNA
Extration (Qiagen) and the detection of Giardia and Cryptosporidium was performed by PCR
techniques (nested-PCR and qPCR). The identification of the species and genotypes was

performed by sequencing.

The locus gene ssu rRNA of Giardia was amplified by nested-PCR in 29 oyster samples
(15.3%). However, it was only possible to sequence |2 samples. Sequence alignment identified
the Giardia lamblia in all samples, with 99-100% homology with reference sequences, and
allowed to identify genotype A in 10 samples. Using specific-qPCR of genotype A and B,
genotypes responsible for the disease in humans, allow the identification of G. lamblia

genotype A in 28 samples.

Regarding the detection of Cryptosporidium, 17 samples showed weak amplification in

the nested-PCR and no amplification in the qPCR, and so were considered negative.

In conclusion, the molecular biology techniques were successfully applied, detecting
genotype A of G. lamblia in oysters. The consumption of this shellfish food could pose a risk

to public health.



Keywords: Bivalves mollusks, oysters, Ostrea edulis, Crassostrea gigas, Crassostrea angulata,

Giardia lamblia, Cryptosporidium spp., waterborne diseases, food safety, qPCR, nested-PCR,

sequencing.
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I. Introducao

I.l1. Seguranca Alimentar

A I? Cimeira Mundial da Alimentagao, 1996, definiu o conceito de Seguranca Alimentar
como ‘“situagdo quando as pessoas, a qualquer momento, tém acesso fisico e econéomico a
uma quantidade de alimentos seguros e nutritivos, que satisfagam as necessidades de uma dieta

|"

que permita uma vida ativa e saudavel”. Refere-se a esta como a produgao, transformagao,
distribuicao e fornecimento de alimentos que nao prejudiquem a saide dos consumidores.

Logo, a seguranca alimentar requer o manuseio adequado desde a produgao até o consumo.

Tanto a seguranga alimentar quanto a qualidade alimentar estio intrinsecamente
ligadas, particularmente em locais onde os suprimentos alimentares sao inseguros (WHO,
2017a). Ambos estio relacionados com a analise de varios parametros como a avaliagao de

risco, parametros toxicoldgicos, farmacolégicos e microbiologicos (ASAE, 2017).

Uma das areas de trabalho da Organizagao Mundial de Saude (OMS) é a promogao de
alimentos seguros e saudaveis, intervindo na implementagao de avaliagoes cientificas de riscos.
As guidelines servem para orientar e promover uma melhor resposta a nivel da comunicagao
do risco de modo a que todos os Estados Membros da Organizagao das Nagoes Unidas
(ONU) tenham acesso as informagoes, melhorando e prevenindo o controlo de doencas

transmitidas pelos alimentos (WHO, 2017a).

Varias organizagoes foram criadas para implementar normas e legislagao, associadas a
segurancga e qualidade alimentar. A Expert Committee on Food Additives (JECFA) criada em 1956
€ uma organizaciao de peritos cientificos internacionais, que trabalha conjuntamente com a
Organizagao das Nag¢oes Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO) e a OMS para avaliar
a seguranca dos aditivos alimentares. Posteriormente, foi incluida a avaliagao de contaminantes

toxicos ou naturais e residuos de medicamentos veterinarios nos alimentos (WHO, 2017b).

O Codex Alimentarius membro da FAO e da OMS, foi criado em 1963 para implementar
normas alimentares internacionais de modo a proteger a saude dos consumidores e garantir
praticas comerciais mais justas em todo o mundo (WHO, 2017c). O objetivo do Codex
Alimentarius é estabelecer seguranca e qualidade nos alimentos em todo o mundo. Assim, os
consumidores podem confiar na seguranga e qualidade dos alimentos que compram e os
importadores confiarem que os alimentos estarao de acordo com suas especificagoes (WHO,

2017c).



A European Food Safety Authority (EFSA) é uma agéncia europeia financiada pela Uniao
Europeia (UE) que foi criada em 2002 apos uma série de crises alimentares no final da década
de 1990. O objetivo € comunicar ao mais rapidamente possivel os riscos existentes e
emergentes que ocorrem ao longo da cadeia alimentar, garantindo a protegao da satde publica
da UE e um melhor controlo do Mercado Europeu, sendo legalmente estabelecido pela UE

sob a lei geral alimentar (EFSA, 2017).

A contaminagao de alimentos por microrganismos € uma preocupagao para a Saude
Publica mundial. Muitos paises ja reportaram a ocorréncia de doengas causadas por
microrganismos nos alimentos, incluindo agentes patogénicos como bactérias (Salmonella spp.
e Escherichia coli enterohemorragica) e parasitas (Cryptosporidium spp. e trematodas) (WHO,

2017d).



I.1.1. Transmissao de doencas através de alimentos

A transmissao de doengas por alimentos pode ser causada por contaminantes: fisicos,
como fragmentos de vidro, metal, plastico ou madeira, pedras, agulhas, espinhas, cascas, areia,
adornos, ou outros materiais estranhos que possam causar dano ao consumidor; quimicos,
como pesticidas, contaminantes inorganicos toxicos, antibioticos, promotores de crescimento,
aditivos alimentares toxicos, lubrificantes, tintas, toxinas do marisco (PSP, DSP), histamina
(pescado), micotoxinas (aflatoxinas, ocratoxina), dioxinas, nitrosaminas, particulas dos

materiais de embalagem; e biologicos, bactérias, virus e parasitas patogénicos (ASAE, 2007).

Os antibidticos sao utilizados na medicina veterinaria e humana de modo excessivo no
tratamento de infe¢oes causadas por bactérias, surgindo problemas de disseminagao de

bactérias multirresistentes ao longo da cadeia alimentar (WHO, 2018).

O desenvolvimento da economia na industria alimentar, o aparecimento das novas
tendéncias alimentares, o desenvolvimento do comércio e o interesse do consumidor em
saber cada vez mais sobre o valor nutricional dos alimentos, faz com que haja um maior

controlo da qualidade e seguranga dos alimentos (Boqpvist et al., 2018).

Embora as politicas alimentares e nutricionais tenham evoluido globalmente ao longo
dos anos, os progressos sao desiguais e surtos de contaminagao alimentar causados por
microorganismos, quimicos e toxinas sao comuns em muitos paises (WHO, 2007). Existem
mais de 250 doencgas transmitidas por alimentos, a maioria das quais sao causadas por
bactérias, seguidas por virus e parasitas (Tabela I). De acordo com a Organizagao Mundial da
Saude (OMS), 2,2 milhoes pessoas em todo o mundo poderao morrer de doengas diarreicas

causadas por bactérias, virus e parasitas (WHO, 2006a; WHO, 2006b)
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Na industria alimentar sao relatados diversos casos de contaminagao de alimentos por
agentes patogénicos, resultante das mas praticas e do nao cumprimento das regras de

higienizagao durante a manipulagao dos alimentos (FDA, 2009; Todd et al., 2007).

A contaminagao pelos microrganismos pode ocorrer em diversos Pontos Criticos de
Controlo (PCC) até chegar ao consumidor, desde da produgao, manuseamento e confecao

(ASAE, 2017).

Segundo a legislagao da UE, relativamente aos critérios de controlo de contaminagao
microbioldgica, os géneros alimenticios nao deverao conter microrganismos ou toxinas ou
metabolitos em quantidade que representem um risco para a saude publica (Velusamy et al.,
2010). Todos os estados membros da UE sao obrigados a recolher dados sobre a ocorréncia

de zoonoses, resisténcia antimicrobiana e doengas de origem alimentar (Boqpvist, et al., 2018).

Campylobacter spp. continua a ser um dos agentes infeciosos mais frequente e notificado
(Bogqvist et al., 2018). Estudos recentes na UE mostraram que 80% da populagao é infetada por
Campylobacter spp. manifestando ou nao sintomas de doenga. A EFSA estimou que cerca de
50-80% das infecoes por Campylobacter spp. sao originadas pela ingestao de frango, sendo que

é cada vez mais importante o controlo de qualidade nas indUstrias de produgao de frangos

(Cassini et al., 2016).

O Centro de Controlo e Prevencao de Doengas (CDC) estima que um em cada 6
americanos (aproximadamente 48 milhoes) ficara doente devido a um agente patogénico
transmitido por alimentos, resultando em 128 mil hospitalizagoes e 3000 mortes por ano. As
maiorias das doengas transmitidas por alimentos, tendo resultado em hospitalizagoes ou
obitos sao causadas por oito microrganismos: Norovirus, Salmonella nao typhi, Clostridium
perfringens, Campylobacter, Staphylococcus aureus, Toxoplasma gondii, Listeria monocytogenes e

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (Switaj et al, 2015).

Os principais parasitas causadores de doengas entéricas transmitidas por alimentos e
agua contaminados sao Cryptosporidium e Giardia (Dawson, 2005; Efstratiou et al., 2017). Estas
espécies causam infegao numa grande variedade de hospedeiros vertebrados, sendo
responsaveis pela giardiase e a criptosporidiose, doengas muito frequentes mundialmente
(Gémez-Couso et al., 2004). Contudo, existem outros parasitas que também causam doengas
graves transmitidas pelos alimentos como por exemplo, Taenia solium, Ascaris spp.,

Trypanosoma cruzi, Trichuris trichiura e Echinococcus spp. (Tabela 2) (Robertson et al., 2013).

Os agentes patogénicos que se encontram no Top |0 de doencas relacionadas com

agua sao Giardia, Cryptosporidium, Legionella, Norovirus, Shigella, Campylobacter,



Salmonella, Virus da Hepatite A e Escherichia coli (CDC, 2014). Os virus e as bactérias sao os
mais estudados e reportados apesar dos protozoarios terem também um papel importante

nesse risco, nao sao muito estudados (Palos Ladeiro et al,, 2013).

Cryptosporidium e Giardia sao ubiquos no ambiente, sendo maioritariamente
encontrados em meio aquatico (rios, lagos, aguas recreativas) (Newman et al, 2015). O
primeiro caso de giardiase de origem hidrica foi reportado em 1966 no Colorado Estados
Unidos da América (EUA). Posteriormente, em 1971 o CDC comegou a fazer controlo e
vigilancia da agua. Um dos maiores surtos de origem hidrica ocorreu na Noruega em 2004,

tendo levado a | 500 pessoas infetadas (Carmena, 2010).

Relativamente a criptosporidiose, o surto mais marcante por Cryptosporidium foi em
Milwaukee, Wisconson (EUA) em 1993, onde 403 000 pessoas foram infetadas por agua
contaminada, resultando em 4 400 hospitalizagoes e cerca de 100 mortos. Em 1980 foi
documentado um surto no Reino Unido (Dawson, 2005) e em 2010 na Suécia, contaminando
cerca de 27 000 pessoas (Boqyvist et al, 2018). Nos ultimos 30 anos foram registados 165

surtos por Cryptosporidium em varios Estados do Norte da América (Newman et al., 2015).



Tabela 2 - Parasitas patogénicos associados a doengas transmitidas por alimentos (Adaptado de Dorny et dl,

2009).

Protozoarios Helmintas
Toxoplasma gondii Trichinella spp.
Carne
Sarcocystis spp. Taenia spp.

Spirometra spp.

. . Gnathostoma spp.
Repteis e anfibios

Diphylobothrium spp.

Alaria spp.
Anikasis spp.
Capillaria philippinensis
. Gnathostoma spp.
Peixes
Diphylobothrium spp.
Clonorchis sinensis
Opisthorchis spp.
Paragonimus spp.
Artropodes g PP
Macracanthorhynchus hirudinaceus
Giardia spp. Angiostrongylus cantonensis
Moluscos
Cryptosporidium spp. Echinostoma spp.
Giardia spp.
Fasciola spp.
Cryptosporidium spp.
Fasciolopsis buski
Legumes e frutas Cyclospora cayetanensis

Echinococcus granulosus
Toxoplama gondii
Echinococcus multilocularis
Trypanosoma cruzi

Os agentes patogénicos transmitidos por alimentos podem causar doengas agudas e
croénicas, de diferentes graus de gravidade, levando em certos casos a morte. Na politica da
seguranga alimentar, a relevancia dos agentes patogénicos é feita através da comparagao
quantitativa do seu impacto na saude publica, sendo uma informagao fundamental na tomada

de decisoes para alertar o sistema de gestao e avaliagao de risco (Mangen et al., 2015).

A redugao de doengas transmitidas por alimentos pode ser realizada através da analise
de cada etapa da cadeia de produciao de alimentos. Contudo, é um processo dificil pois
depende da identificagcao da origem dos riscos bem como do processo para os eliminar. No
caso das doengas transmitidas pela dgua sao mais faceis de controlar a nivel municipal ou a

nivel de abastecimento de agua individual (Cody e Stretch, 2014).



Assim, o controlo de doencas transmitidas por alimentos continua a ser um desafio,
pois os alimentos podem ser contaminados por diversos agentes microbianos e de diferentes

origens.

1.2. Seguranca alimentar relativamente ao consumo de moluscos

bivalves

Em todo o mundo as autoridades responsaveis pela prote¢ao do meio ambiente e da
saude humana estdo cada vez mais preocupadas com a qualidade da agua do mar. Os
ecossistemas costeiros tém sido ameagados pela eliminagao inadequada de esgoto, descargas

ilegais de agua residuais bem como de residuos industriais (Ghozzi et al., 2017).

A produgao de marisco e seus derivados € muito importante na cultura culinaria em
muitos paises, tendo principalmente um grande impacto econémico na zona Mediterranica,

particularmente em lItdlia, Espanha e Franga (Giangaspero et al., 2014).

Os moluscos bivalves sao frequentemente utilizados como biomarcadores na avaliagao
da qualidade ambiental, sendo importantes indicadores de poluigao quimica e bioldgica. Como
sao organismos que se alimentam de particulas em suspensao, acumulam quantidades

consideraveis desses poluentes mesmo que estejam em baixas concentragoes (Tei et al., 2016).

A maioria dos moluscos marinhos alimentam-se de fitoplancton que se encontra
suspenso na agua através da filtragdo pelas branquias, por agao ciliar. Os microrganismos
patogénicos que se encontram na agua podem ser filtrados pelas branquias durante a

alimentagao, concentrando-se no trato intestinal (glandulas digestivas) (Schets et al., 2007).

A qualidade microbiologica dos moluscos bivalves esta relacionada com as condi¢oes
sanitarias das aguas onde sao produzidos, sendo esta uma preocupacao da salde publica (Souza
et al., 2012). As fezes de origem humana e animal podem contaminar diversos ambientes como
por exemplo terras agricolas, aguas urbanas, aguas residuais, rios e aguas costeiras levando a
contaminag¢ao da agua do mar. Se a contaminagao chegar aos moluscos, estes quando ingeridos
crus pelos consumidores, podem representar um risco potencial para a salde publica

(Giangaspero et al., 2014).

As biotoxinas também s3o uma outra preocupagao para a seguranca alimentar
relativamente ao consumo dos bivalves pois sao responsaveis por originar intoxicagoes agudas
no homem, embora nao afetam aparentemente os moluscos infetados (Burri e Vale, 2006;

Vale, 2004). A detegao das biotoxinas nao é facil pois sio compostos que nao alteram a cor
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da dgua do mar e o marisco contaminado nao apresenta alteragdes no odor, cor ou sabor

(Vale, 2004).

Atendendo a capacidade filtradora dos moluscos bivalves é espectavel que as estruturas
infeciosas suspensas na agua sejam concentradas nos moluscos (Adell et al., 2014; Palos Ladeiro
et al, 2014). Viarios estudos demonstraram que os quistos Giardia e os ooquistos
Cryptosporidium sao acumulados e concentrados nos moluscos, tendo-se encontrado
Cryptosporidium em mexilhao e berbigao, destinados para alimentagao humana, e Giardia em

ostras e ameijoa (Schets et al., 2007; Robertson, 2007).

Os quistos de Giardia e os ooquistos de Cryptosporidium sao resistentes ao tratamento
a base de cloro, conseguindo sobreviver por longos periodos de tempo na agua, sendo dificil
a sua eliminagao. Os ooquistos de Cryptosporidium apresentam um problema adicional, pois
nao sao facilmente removidos pelos processos de filtracao de agua devido ao seu tamanho
(5um) (Adell et al, 2014). Os ooquistos de Cryptosporidium tém uma parede espessa que
oferece resisténcia ao parasita e permite a sua sobrevivéncia durante longos periodos de
tempo (Tei et al, 2016). Como as estruturas parasitarias conseguem sobreviver no trato
digestivo dos moluscos bivalves podem causar infecgao nos humanos a quando da sua ingestao

(Melo et al., 2006).

A ocorréncia de surtos diarreicos periodicos desencadeados pelo consumo de
moluscos bivalves tém contribuido para a desconfianc¢a publica relativamente a seguranga na
producao de marisco que por sua vez contribui para perdas econémicas na Indlstria de
aquicultura (Souza et al,, 2012). Deste modo € relevante esclarecer o papel dos moluscos

bivalves como vetores de transporte de parasitas que podem provocar infegoes aos humanos.

1.3. Protozoarios

Os protozoadrios sao parasitas unicelulares, tendo alguns um ciclo de vida complexo.
Giardia, Cryptosporidium e Toxoplasma gondii sao parasitas que se encontram em todo o mundo
e estao associados a infegoes no homem e animais. Giardia e Cryptosporidium sao pesquisados
normalmente em conjunto devido a sua transmissao ser muito semelhante e por terem

vetores de infe¢ao comuns, nomeadamente a agua e alimentos (Selstad et al., 2015).

1.3.1 Giardia lamblia

Giardia é um protozoario binucleado flagelado que vive e reproduz-se no intestino,



causando infegoes em mamiferos, aves, répteis e anfibios (Tabela 3) (Palos Ladeiro et al., 2013;

Lopez-Romero et al., 2015).

Giardia lamblia (sinénimo de Giardia duodendlis ou Giardia intestinalis) é a espécie que
infeta humanos e mamiferos e engloba genotipos molecularmente distintos (A-G), uns
especificos do hospedeiro animal (C-G) e outros que circulam no homem e nos animais (A-
B) (Tabela 3) (Willis et al., 2015). Os humanos s6 sao infetados pelos genotipos A e B, sendo
o genotipo B o mais comum em todo o mundo. Os genoétipos C e D infetam apenas os caes.
O gendtipo E infeta animais de casco, o gendtipo F os gatos e genotipo G os roedores (Lopez-

Romero et al., 2015).

Tabela 3 - Espécies de Giardia, genétipos de Giardia lamblia e seus hospedeiros (Adaptada de Carmena, 2010).

Surtos de doencas

Espécies Hospedeiros Ir;fleucnf'):iz;n transrrrlitidas por Rﬁzoér;:::o
agua
G. duodendlis Mamiferos Sim Sim Sim
G. agilis Anfibios Nao Nao Nao
G. muris Roedores Nao Nao Nao
G. ardeae Passaros Nao Nao Nao
G. psittaci Passaros Nao Nao Nao
G. microti Roedores Nao Nao Nao
Genotipos (assemblages)
de Giardia lamblia
A Mamiferos Sim Sim Sim
B Mamiferos Sim Nio Sim
C/D Cao Nio Nio Nio
Gado bovino Nao Nao Nao
Gato Nao Nao Nao
G Rato Nio Nao Nao

O ciclo de vida é relativamente simples alternando entre duas formas morfoldgicas:
trofozoito (forma vegetativa) ou quisto (Figura 1). A infecao inicia-se com a ingestao dos
quistos através de agua ou alimentos contaminados. No estdmago, em contacto com um pH
acido, ocorre a indugao do desenquistamento do trofozoito. Nas primeiras proporgoes do
intestino, o quisto da origem a dois trofozoitos que se multiplicam assexuadamente ou divisao
binaria colonizando o intestino. Ao longo do intestino, ocorre a fase de enquistamento dos

trofozoitos devido a alteragao do pH, formando-se os quistos, que sao eliminados nas fezes
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(forma infetante). As fezes podem contaminar o ambiente e consequentemente, a agua e os
alimentos (Palos Ladeiro et al.,, 2013). O ciclo completa-se com uma nova infegao através do

contato fecal-oral (Lopez-Romero et al,, 2015; CDC, 2017).

Contaminagado de agua, alimentos,
manipuladores e utensilios
contaminadqgs com quistos

Figura | - Ciclo de vida de Giardia lamblia. |- Ingestdo de quistos através de alimentos, agua, maos ou utensilios
contaminados por quistos; 2 - Quisto no estdmago, em contato com pH acido, ocorre desenquistamento no
intestino; 3 - Ocorre divisao binaria no intestino (Adaptado de https://www.cdc.gov/dpdx/giardiasis/index.html).

Os quistos de G. lamblia medem cerca de |12-15 pym e podem ser transmitidos
diretamente de pessoa para pessoa, ou indiretamente através da agua e alimentos (Figura 2).
A facilidade de dispersao ambiental, resisténcia a desinfetantes comuns, baixa dose infeciosa
(apenas 10 quistos), diversidade de hospedeiros e distribuicao mundial tornam G. lamblia um

parasita de elevado risco para a saide publica (Willis et al., 2015).

Os quistos de Giardia sao muito resistentes conseguindo sobreviver em meio aquatico
por longos periodos de tempo sendo detetados em aguas superficiais, aguas subterraneas,

pogos e aguas recreativas (piscinas e jacuzzis) (Willis et al., 2015).



, Disco ventral
Nucleo

Corpos mediano

Axonema
Flagelos

Parede quistica

Figura 2 - Quisto (l) e trofozoito (2) de Giardia lamblia. (Adaptado de http://www.biologia.seed.pr.gov.br/
modules/galeria/detalhe.php?foto=956&evento=4).

Giardiase é geralmente autolimitante podendo persistir durante duas a quatro semanas.
Os sintomas clinicos variam muito desde diarreia aguda ou cronica com dores abdominais
(colicas abdominais), mal estar, flatuléncia, perda de peso, fezes gordurosas e sindrome de ma
absorc¢ao (Ladeiro et al. 2013; Lopez-Romero et al.,, 2015). Existe uma maior prevaléncia de
giardiase nos paises em desenvolvimento, apresentando uma prevaléncia que varia entre | a
50%, ao contrario dos paises desenvolvidos em que a sua prevaléncia é de entre 0-4 a 7%

(Lopez-Romero et al., 2015).

1.3.2 Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium é um parasita protozoario do Filo Apicomplexa com ciclo de vida
monoxeno, que causa doengas numa grande variedade de animais vertebrados, incluindo o
homem (Koloren e Ayaz, 2016). Cryptosporidium é um dos principais agentes patogénicos
transmitido pela agua, sendo causador de gastroenterites e infecao oportunista em individuos
imunocomprometidos (Pagoso e Rivera, 2017). A analise molecular de Cryptosporidium spp.
revelou que existe mais de 40 espécies em diferentes hospedeiros (Tabela 4) (Leoni et al.,
2007; Koloren e Ayaz, 2016). Estudos moleculares identificaram C. parvum e C. hominis como
espécies responsaveis por infecoes humanas (Koloren e Ayaz, 2016). No entanto, existem
outras espécies de Cryptosporidium que podem infetar o homem, como Cryptosporidium
meleagridis, Cryptosporidium felis, Cryptosporidium canis, Cryptosporidium suis, Cryptosporidium
muris e Cryptosporidium andersoni, principalmente os imunocomprometidos (Ranjbar et al,

2016).



A cripstosporidiose é umas das doengas entéricas parasitarias mais comuns nos seres
humanos, afetando paises desenvolvidos e paises em desenvolvimento (Leoni et al., 2007). Os
sintomas mais comuns sao a diarreia, vomitos, nauseas e falta de apetite. Para além disso,
também esta associada ao baixo desenvolvimento cognitivo das criangas, devido a desnutricao.
Nos individuos imunocomprometidos, individuos com HIV e pacientes com cancro, e em
criangas com menos de 5 anos de idade podem ter sintomas cronicos e mais graves (Chalmers

e Davies, 2010; Ryan et al., 2017).

Embora qualquer pessoa possa desenvolver a doenga, as pessoas com elevado risco de
infecao como os hospedeiros imunodeprimidos, podendo sofrer danos mais severos causados
pela desidratacao grave devido ao aumento de diarreia, podendo levar a morte (Palos Ladeiro
et al, 2013). Em individuos saudaveis, os sintomas de infecao por Cryptosporidium geralmente
persistem por uma a duas semanas (Schets et al., 2007). Até a data, nao existe uma terapia

efetiva para pacientes imunocompetentes e imunocomprometidos (Palos Ladeiro et al., 201 3).

Tabela 4 - Espécies de Cryptosporidium e respetivos hospedeiros (Adaptada de Carmena, 2010).

Surtos de Reportado
L . . Infecdes em doencas na agua

Espécies Hospedeiros huEnanos transm?tidas (Cond?g:(")es

por agua sem surtos)
C. andersoni Gado bovino Sim Nao Sim
C. baileyi Galinhas Nao Nao Sim
C. bovis Gado bovino Nao Nao Nao
C. canis Cao Sim Nao Sim
C. fayeri Canguru Nao Nao Nao
C. felis Gato Sim Nao Sim
C. fragile Sapo Nao Nao Nao
C. galli Galinhas Nao Nao Nao
C. hominis Humanos Sim Sim Sim
C. macropodum | Canguru Nao Nao Nao
C. meleagridis Pera Sim Sim Sim
C. molnari Peixe do mar Nao Nao Nao
C. muris Rato Sim Nao Sim
C. parvum Rato Sim Sim Sim
C. ryanae Gado bovino Nao Nao Nao
C. scophthalmi Peixe de aquicultura Nao Nao Nao
C. serpentis Cobra Nao Nio Nio
C. suis Porco Sim Nao Sim
C. varanii Lagarto Nao Nao Nao
C. wrairi Porquinho da india Nao Nao Nao

A criptosporidiose encontra-se distribuida por todo o mundo, podendo ser transmitida



através do contacto pessoa a pessoa, contacto com animais infetados, consumo de agua e de
alimentos (Ryan et al,, 2017) e através de aguas recreativas (piscinas e jacuzzi) (Schets et al.,

2007).

Em 2011, a CDC considerou a criptosporidiose uma doenga endémica nos EUA,
estimando-se haver 748 123 casos por ano. De acordo com a CDC, Cryptosporidium é o
parasita que esta no topo de doengas infeciosas de origem parasitaria em humanos nos EUA.
Esta estimado que a criptosporidiose devera custar aos EUA 44 milhoes de dolares/ano com
2 725 hospitalizagoes que poderao durar entre 5,8 a 9,3 dias tendo um custo médio de 16 203

dolares por hospitalizacao (Tei et al., 2016).

As formas infetantes Cryptosporidium medem 4-5 uym (Figura 3) e sao formas muito
resistentes que sobrevivem no ambiente por varios meses e resistem aos tratamentos de agua

como a desinfecao com cloro (Ladeiro et al., 2013; Ryan et al., 2017).
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Figura 3 — Ooquistos de Cryptosporidium spp. em microscopia 6tica apos coloragio de Ziehl-Neelsen modificada
(Adaptado de Centers dor Disease Control and Prevention (CDQ)
https://www.cdc.gov/parasites/crypto/diagnosis.html).

O ciclo de vida de Cryptosporidium (Figura 4) comega pela ingestaio de um ooquisto
esporulado com 4 esporozoitos, que é excretado nas fezes ou, em situagoes pontuais pode
aparecer em secregoes respiratérias de um hospedeiro infetado. Apos a ingestao do ooquisto
ocorre o desenquistamento e os esporozoitos sao libertados infetando as células epiteliais do
trato gastrointestinal e/ou do trato respiratério. Nestas células ocorre a multiplicagao
assexuada (esquizogonia e merogonia) e posteriormente a multiplicagao sexuada
(gametogénese), produzindo microgametas e macrogametas. Depois de ocorrer a singamia,

desenvolvem-se os ooquistos esporulados que siao expulsos nas fezes (CDC, 2016).
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Figura 4 - Ciclo de vida de Cryptosporidium spp. — Ingestio de ooquistos pela agua ou alimentos e
desenquistamento dos ooquistos no intestino. Multiplicagao sexuada e assexuada, desenvolvendo-se ooquistos
esporulados que saem nas fezes (Adaptado de Centers dor Disease Control and Prevention (CDC)
https://www.cdc.gov/parasites/crypto/pathogen.html).

O hospedeiro pode ser infetado facilmente por agua contaminada com ooquistos
infetantes ou por alimentos que foram lavados por agua contaminada. Uma das maiores
ocorréncias de criptosporidiose foi em 1993 em Milwaukee, onde 400 000 pessoas foram
infetadas devido ao abastecimento publico de agua contaminada. Globalmente, existem relatos
de criptosporidiose por transmissao hidrica e nalguns paises € uma doenga de notificagao

obrigatoria (Rehn et al., 2015).

Existe uma associagao entre o aumento de giardiase e criptosporidiose com o aumento
da temperatura e precipitagdo nalgumas zonas, especialmente em climas tropicais. A
ocorréncia de precipitagao intensa e subsequente escoamento é responsavel pelo aumento

dos casos de infegao por via hidrica (Selstad et al., 2015).



Giardiase e criptosporidiose sao essencialmente doencas transmitidas pela agua sendo
consideradas um problema de salde publica. Nao havendo muitos trabalhos realizados sobre
a detecao de Giardia e Cryptosporidium em moluscos bivalves em Portugal, propoe-se no
presente trabalho a pesquisa destes dois parasitas de forma a avaliar o risco associado ao

consumo deste alimento.
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2. Objetivos

Este estudo teve como objetivos detetar e caracterizar os protozoarios Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. em moluscos bivalves, nomeadamente em amostras de ostras das espécies

Ostrea edulis, Crassostrea gigas e Crassostrea angulata.

Tendo em vista o objetivo principal, o plano de trabalho desenvolvido foi:

e Detecao de G. lamblia em amostras de ostras por técnicas de biologia molecular,
nested-PCR e qPCR;

e Detecao de Cryptosporidium spp. em amostras de ostras por técnicas de biologia
molecular, nested-PCR e qPCR;

e Caracterizagao das espécies e genétipos de G. lamblia por sequenciagao do ADN;

e Caracterizagao das espécies e genotipos de Cryptosporidium spp. por sequenciagao

do ADN.
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3. Materiais e Métodos

Os estadios infeciosos de Cryptosporidium e Giardia, quistos e ooquistos respetivamente,
sao muito resistentes no meio ambiente, particularmente na agua, causando surtos em todo

o mundo devido ao consumo de alimentos e agua contaminados por estes protozoarios.

Devido a dificuldade na detegao destes dois protozoarios, a biologia molecular tem
desenvolvido métodos para melhorar a identificagao e diferenciagao de espécies, baseadas na
técnica de PCR, melhorando a seguranga da agua e alimentos e consequentemente a seguranga

da saude publica (Marangi et al., 2015).

3.1. Caracterizacao das amostras de moluscos bivalves

As amostras de ADN de ostras foram cedidas pelo Doutor Francisco Ruano do

Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA).

O ADN de 190 amostras foi extraido de trés espécies diferentes de ostras,
nomeadamente Ostrea edulis, Crassostrea gigas e Crassostrea angulata, durante os anos de 201 |

a 2017 em varios locais de Portugal (Tabela 5).

Tabela 5 - Identificagao e caracterizagao das amostras dos moluscos bivalves.

L. . Més/Ano Namero de
Espécie Origem
de recolha amostras
Rio Lima Maio 201 | 24
Ostrea edulis
Ria Formosa (Bivalvia) Julho 2015 12
(n=44)
Importada (Ostradamus) Junho 2015 8
Alvor Outubro 2015 25
Olhao Novembro 2015 5
Crassostrea gigas Alvor Dezembro 2015 25
(n=109) Alvor Junho 2016 12
Alvor (Viveiro Pardal) Julho 2016 12
Aveiro Marco 2016 30
Crassostrea angulata Alvor Maio 2016 12
(n=37) Mira Agosto e Setembro 2017 25
Total 190
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3.2. Extracao de ADN
Para extracao de ADN utilizou-se as branquias das ostras e recorreu-se ao kit

comercial “DNeasy Blood & Tissue” (Qiagen).

Colocou-se num tubo de centrifuga de 1,5 mL cerca de 25 mg de tecido das branquias
dos bivalves, 180 pL de tampao ATL e 20 pL de proteinase K. No vortex, agitou-se a mistura
e incubou-se num banho a 56°C até a lise completa dos tecidos (lh-3h). Ao longo da
incubagao, agitou-se a mistura algumas vezes no vortex. Apods a incubagao, adicionou-se 200
pL de tampao AL e agitou-se no vortex durante |5 segundos. Posteriormente adicionou-se

200 pL etanol (96-100%) e agitou-se novamente no vortex durante |5 segundos.

O lisado foi transferido para uma coluna DNeasy Mini Spin e colocada num tubo coletor
de 2 mL e centrifugada a 6000g (8000 rpm) durante | minuto. O tubo coletor contendo o
filtrado foi descartado e a coluna foi colocada num novo tubo coletor. Adicionou-se a coluna
500 pL do tampao AWI e centrifugou-se durante | minuto a 6000g (8000 rpm). O tubo
coletor contendo o filtrado foi novamente descartado. A coluna foi colocada num novo
tubo, adicionou-se 500 pL de tampao AW?2 e centrifugou a 20 000g (14 000 rpm) durante 3
minutos, para assim secar a membrana DNeasy. Descartou-se novamente o tubo coletor e

colocou-se a coluna para um novo tubo de 2mL.

Na ultima fase de eluicao, adicionou-se 200 pL de tampao AE diretamente sobre a
membrana e incubou-se a temperatura ambiente durante | minuto. Subsequentemente,
centrifugou-se a 6000g (8000 rpm) durante | minuto. A coluna foi descartada e a solugao

eluida de ADN foi armazenada a -20°C num tubo de 1,5 mL devidamente etiquetado.

3.3. Amplificacao dos marcadores genéticos de Cryptosporidium por
nested-PCR

As amostras de ADN gendmico foram submetidas a amplificagao do gene 18S rRNA
(ssu rRNA) de Cryptosporidium spp. por nested-PCR (Xiao et al., 1999). Na primeira reagao
de PCR obtém-se o fragmento de aproximadamente |.325pb usando o oligonucledtido senso
5-TTCATGAGCTAATACATGCG-3’ (Crypto I8SFl) e o oligonucleétido anti-senso 5’-
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3’ (Crypto I8SRI). Na segunda reagao de PCR forma-se
um fragmento de aproximadamente 825pb, utilizando-se o oligonucleétido senso 5'-
GGAAGGGTTGATTTATTAGATAAAG-3’ (Crypto 18SF2) e o oligonucleotido anti-senso 5’-
AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’ (Crypto 18SR2).
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As duas reagoes de PCR foram realizadas num volume final de 20 pL, contendo 10 pyL
de DFS Mastermix (Bioron), | pL de cada oligonucleétido (10 pM), 3 pL de albumina de soro
bovino (BSA) e 5 uL de ADN extraido na primeira reagao ou | pyL do produto amplificado na

segunda reagao. A agua estéril MiliQ foi utilizada para perfazer o volume final (Tabela 6).

As reagoes de PCR foram realizadas no termociclador Biorad de acordo com as

seguintes condigoes:

e Primeira reagido: 94°C/3minutos (desnaturacao inicial), seguido de 35 ciclos de
95°C/45s (desnaturagio), 59°C/45s (ligagdo) e 72°C/60s (extensao) e uma
extensao final de 72°C/7minutos.

e Segunda reagio: 94°C/3min (desnaturagao inicial), seguido de 35 ciclos de 95°
C/30s (desnaturagio), 59°C/90s (ligagio) e 72°C/60s (extensio) e uma

extensao final de 72°C/7minutos.

As amostras foram realizadas em duplicado e foram incluidos conjuntamente com as
amostras um controlo positivo (INI Crypto) e um controlo negativo (agua). O isolado de
Cryptosporidium foi cedido pelo Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

(INI/FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil.

Tabela 6 — Composicao da mistura usada nas reagoes de nested-PCR para amplificagao de Cryptosporidium spp.
e Giardia lamblia.

Reagentes de reacdo Cryptosporidium spp. Giardia lamblia
(Quantidade em pL) I? reacao 2° reacao I? reacao 2° reacao
Amostra de ADN 5 | 5 |

DFS Mastermix 10 10 - -
Mix Plus (BioLabs) 12,5 12,5

Oligonucledtidos

- Senso | | 1,25 1,25

- Anti-senso | | 1,25 1,25
BSA 3 3 - -

DMSO - - 1,25 1,25
MgCl, - - 0,5 0,5

Agua MilliQ - 4 3,25 7,25
Volume final 20 20 25 25
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3.4. Amplificacdo dos marcadores genéticos de Giardia por nested-PCR
As amostras de ADN genomico foram submetidas a amplificacdo do gene rRNA 16S

(ssu rRNA) de Giardia (Hopkins et al., 1997; Appelbee et al., 2003).

Na primeira reacio de PCR obtém-se o fragmento de 497pb usando-se os
oligonucleotidos Gia2029 (5- AAGTGTGGTGCAGACGGACTC-3’) e Gia2l50c (5'-
CTGCTGCCGTCCTTGGATGT-3"). Na segunda reagao de PCR utilizam-se os
oligonucleotidos RHII  (5- CATCCGGTCGATCCTGCC -3) e RH4 (5-
AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG-3’) obtendo-se o fragmento de 292pb.

As duas reagoes de PCR foram realizadas para um volume final de 25 pL, contendo
12,5 pL de Mix Plus (BiolLabs), 1,25 pyL de cada oligonucledtido (10 pM), 1,25 pL de
dimetilsufoxido (DMSO), 0,5 pL de cloreto de magnésio (MgCl,) (25mM) e 5 pL de ADN
extraido na primeira reagao ou | pL do produto amplificado na segunda reagao. A agua estéril

MiliQ foi utilizada para perfazer o volume final (Tabela 6).

As reagoes de PCR foram realizadas no termociclador Biometra Tpersonal de acordo

com as seguintes condigoes:

e Primeira reagao 96°C/2minutos (desnaturagio inicial), seguido de 35 ciclos de 96°
C/45s (desnaturagio), 58°C/30s (ligagdo) e 72°C/45s (extensiao) e uma extensao final
de 72°C/4minutos.

e Segunda reagdo: 96°C/2minutos (desnaturagdo inicial), seguido de 35 ciclos de 96°
C/45s (desnaturagao), 55°C/30s (ligagdo) e 72°C/45s (extensdao) e uma extensao final
de 72°C/4minutos.

As reagoes foram realizadas em duplicado e foram incluidos conjuntamente com as
amostras, um controlo positivo (ADN de Giardia lamblia WBC6) e um controlo negativo
(agua). A estirpe de referéncia WBC6 foi adquirida a American Type Culture Collection (Rockville,
MD).

3.5. Visualizacdo dos fragmentos de ADN amplificados

Os produtos amplificados no nested-PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose. Para tal, foram adicionados 3 pL de solugao aquosa de azul bromofenol a |5 pL dos
produtos amplificados e aplicou-se esta mistura nos pogos do gel de agarose a 2% (tampao
Tris base acido bérico e EDTA com brometo de etidio). Para a identificagao do tamanho dos

fragmentos de ADN amplificados foi utilizado um padrao de ADN (Nzy Ladder VI, Nzytech).
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As migragoes electroforéticas foram realizadas a 90V durante aproximadamente 60 min em
tampao de corrida TBE 1%. O gel foi visualizado e fotografado (Uvitec, Uvisave) sobre luz

ultravioleta, num transluminador (Vilbert Lourmat).

3.6.PCR em tempo real (qQPCR)
3.6.1 Cryptosporidium spp.

As amostras de ADN gendémico foram submetidas a amplificagao do gene 18S rDNA
de Cryptosporidium spp. por qPCR, conforme descrito previamente (Lalonde e Gajadhar, 201 1).
Os oligonucleodtidos utilizados para a amplificagao do fragmento 315pb foram Crypto F (5'-
AGTGACAAGAAATAACAATACAGG-3) e Crypto R (5-
CCTGCTTTAAGCACTCTAATTTTC — 3’), com um melting peak de 82°C.

As reagoes de qPCR foram realizadas para um volume final de 25 pL, contendo 12,5
pL de EvaGreen (A&A Biotechnology), | pL de cada oligonucleodtido (10 uM), 2 yL de ADN
extraido e 8,5 pL de agua MiliQ estéril (Tabela 7).

As reagdes de qPCR foram realizadas nas seguintes condigdes: 98°C/2min
(desnaturagio inicial), seguido de 40 ciclos de 98°C/5s (desnaturagio) e 59°C/5s (ligagao). Para
obtengao da curva de melting, no final de cada reagao houve um aumento de temperatura de
5°C até atingir os 95°C, obtendo-se um sinal de fluorescéncia em cada aumento de

temperatura.

As reagoes foram feitas em duplicado e foram incluidos controlo positivo (INI Crypto)
e controlo negativo (agua). O isolado de Cryptosporidium foi cedido por INI/FIOCRUZ, Rio de

Janeiro, Brasil.

O qPCR foi realizado no termociclador CFX96 Real-Time System Cl000 (Bio-Rad
Laboratories) e os resultados foram analisados através do programa Bio-Rad CFX Manager (Bio-

Rad Laboratories).

29



Tabela 7 — Composi¢do da mistura usada nas reagoes de qPCR para amplificagao de Cryptosporidium spp. e
Giardia lamblia.

Volume (pl)
Reagentes
Cryptosporidium spp. G. lamblia

ADN (amostra) I 2
EvaGreen (A&A Biotechnology) 12,5 12,5
Oligonucleétido senso (10 uM) I I
Oligonicleotideo anti-senso (10 pM) I I
Agua MiliQ estéril 9,5 8,5
Volume final 25 25

3.6.2 Giardia lamblia

As amostras de ADN gendomico foram submetidas a amplificagao do gene cadeia aberta

de C4 (orfC4) de Giardia lamblia por qPCR (Almeida et al, 2010a).

Para a amplificagdo do fragmento 103pb do gene orfC4, utilizaram-se os
oligonucleotidos orfC4A_F (5'- CTGTAGACAGGGCCCAGGCC -3’) e orfC4A_R (5-
ATGATGTCCCCTGCCCTTAAT - 3"), especificos para genotipo A, com um melting peak de
85°C. Para a amplificacdo do fragmento |7 1pb do gene orfC4, utilizaram-se os oligonucleétidos
orfCAB_F (5~ ACTGTCCATTTCTATCTGAG - 3) e orfC4B R (5 -
GGATTCCATTGGCCTCCACCT - 3’), especificos para genotipo B, com um melting peak de
79°C.

As reacoes de PCR foram realizadas a um volume final de 25 pL, contendo 12,5 pL de
EvaGreen (A&A Biotechnology), | pL de cada oligonucleétido, | yL de ADN extraido e 9,5 pL
de agua MiliQ estéril (Tabela 7).

As reacoes de qPCR foram realizadas nas seguintes condi¢des: 98°C/2min
(desnaturagio inicial), seguido de 40 ciclos de 98°C/5s (desnaturagio) e 59°C/5s (ligagao). Para
obtengao da curva de melting, no final de cada reagao houve um aumento de temperatura de
5°C até atingir os 95°C, obtendo-se um sinal de fluorescéncia em cada aumento de

temperatura.

As reagoes foram feitas em duplicado e foram incluidos controlos: controlo positivo
do gendtipo A (ADN de Giardia lamblia WBC6), genotipo B (INI 27) e controlos negativos
(agua). O isolado INI 27 foi cedido por INI/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil.
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O gPCR foi realizado no termociclador CFX96 Real-Time System CI000 (Bio-Rad
Laboratories) e os resultados foram obtidos através do programa Bio-Rad CFX Manager (Bio-

Rad Laboratories).

3.7. Sequenciacao

Os produtos amplificados da segunda reagao do nested-PCR foram purificados

utilizando o kit ExoSAP-IT™ (ThermoFicher Scientific), segundo as instrugdes do fabricante.

As sequéncias nucleotidicas obtidas (sendo e anti-senso) de cada amostra foram

analisadas e alinhadas com o auxilio dos programas BioEdit (http://www.clbio.com) e MEGA

versao 6  (http://www.megasoftware.net), respetivamente. O programa BLAST

(http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) foi utilizado para comparar as sequéncias nucleotidicas

finais com as sequéncias de Giardia spp. disponiveis no GenBank.
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4. Resultados

As amostras das ostras foram sujeitas a técnicas de biologia molecular, nested-PCR e

gPCR para detegao dos protozoarios Cryptosporidium e G. lamblia.

4.1. Detecao de Cryptosporidium spp. por nested-PCR e qPCR

O nested-PCR descrito por Xiao et al. (1999) amplificou fragmentos de 825 pb do gene

ssu rRNA de Cryptosporidium spp. na amostra controlo (C+, positivo) (Figura 5).

Das 190 amostras, obtiveram-se |17 (8,95%) foram considerados potencialmente
positivas (Figura 5, Tabela 8) uma vez que foram observados amplicoes ténues com tamanhos

muito proximos a 825 pb.

1200 pb
825 pb

500 pb

200 pb

Figura 5 — Electroforese em gel de agarose a 2% e coloragao com brometo de etideo de amplicoes do nested-
PCR do genessu rRNA de Cryptosporidium spp.. Os fragmentos 825pb foram amplificados com os
oligonucledtidos Crypto|8FI, Cryptol8RI, Cryptol8F2 e Cryptol8R2. P: marcador de massa molecular NZY
Ladder VI (Nzytech); C+, controlo positivo; C-, controlo negativo, |-5: amostras de Crassostrea angulata de Mira.
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Tabela 8 — Detecao de Cryptosporidium spp. em amostras de moluscos bivalves por nested-PCR e qPCR.

Espécie ' Mas/Ano de Amostras positivas (n°)
Origem recolha
(moluscos) Nested-PCR qPCR
C. angulata Alvor Maio, 2016 4 0
. Agosto e
C. angulata Mira Setermbro 2017 10 0
C. gigas Alvor (Viveiro Pardal) Julho, 2016 2 0
C. gigas Aveiro Marco, 2016 I 0

Das 17 amostras consideradas positivas, foram selecionadas 9 amostras com maiores

quantidades de amplicao para detegao do gene [8S rDNA de Cryptosporidium spp. por qPCR.

Nestas 9 amostras nao houve amplificagoes especificas, uma vez que o cycle
quantification (Cq) é elevado e as curvas de melting nao coincidem (temperatura de melting de

70 °C) com as do controlo de Cryptosporidium (temperatura de melting de 80°C).

Na Figura 6 observam-se os resultados obtidos do qPCR de trés amostras
exemplificativas, Alvor || e 12 e VP | I, com curvas de amplificagao (Figura 6 A) e curvas de

melting (Figura 6B).
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Figura 6 — Curvas de amplificagdo (A) e curvas de melting (B) do qPCR do gene 18S rDNA de Cryptosporidium
spp.: a) controlos positivos de Cryptosporidium spp.; b) amostras Alvor |1 e 12 e VP | I.

4.2. Detecdo de G. lamblia por nested-PCR e qPCR

O nested-PCR descrito por Appelbee et al. (2003) e Hopkins et al. (1997) amplificou
fragmentos de 292pb do gene ssu rRNA de G. lamblia na amostra controlo de Giardia (C+,

positivo).
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Das 190 amostras em estudo, obtiveram-se resultados positivos em 29 amostras

(15,3%) (Tabela 9). Os resultados apresentados na figura 7 sao exemplificativos de algumas

amostras que amplificaram o fragmento de 292pb do gene ssu rRNA.

Tabela 9 — Detecao de Giardia lamblia em amostras de moluscos bivalves por nested-PCR do gene ssu rRNA.

Espécie Origem Més/Ano de recolha Amostras
positivas (n°)
C. angulata Alvor Maio 2016 4
C. angulata Mira Agosto e Setembro 2017 9
C. gigas Alvor (Viveiro Pardal) Julho 2016 4
C. gigas Alvor Outubro 2015 2
C. gigas Alvor Junho 2016 I
O. edulis Rio Lima Maio 201 | 7
O. edulis Ria Formosa (Bivalvia) Julho 2015 2
Total 29
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Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose a 2% e coloragao com brometo de etidio de amplicoes do nested-
PCR do gene ssu rRNA de Giardia lamblia. Os fragmentos de 292pb foram amplificados pelos oligonucleétidos
Gia2029, Gia2150c, RHI | e RH4. P: marcador de massa molecular NZY Ladder VI (Nzytech), C+: Controlo
positivo (WBC6), C-: Controlo negativo, A), B) e C) 1-19: amostras de O.edulis recolhidas de Rio Lima-Maio
2011, D) |-5: amostras C. gigas recolhidas de Alvor-Viveiro Pardal-Julho 2016.

O qPCR utilizado para G. lamblia é especifico para genotipos A e B que infetam o
homem e uma grande variedade de animais, permitindo fazer simultaneamente a detecao e a

genotipagem de isolados (Almeida et al, 2010a).

O fragmento de ADN do gene orfC4 (melting peak de 86°C) foi amplificado nas
amostras do gendtipo A (WBC6) e o fragmento de ADN do gene orfC4 (melting peak de 82°C)
foi amplificado na amostra do genotipo B (INI27) (Figura 8).

38



A) B)

RFU
-d(RFU)/dT

T + + T T ¥ +
85 70 75 80 85 90 95

Ciclos Temperatura (°C)

Figura 8 — Curvas de amplificagao (A) e curvas de melting (B) do qPCR do gene orfC4 dos gendtipos A (a) e B
(b) de Giardia lamblia.

Das 29 amostras, 28 amplificaram o gene orfC4 do genotipo A (Ct entre 25 e 34).
Contudo, o melting peak destas 28 amostras estd alterado (80°C). Nenhuma amostra
amplificou para o gene orfC4 do gendtipo B.

Na Figura 9 observa-se as curvas de amplificacao e de melting de 7 amostras

representativas.
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Figura 9 — Curvas de amplificagao (A) e curvas de melting (B) do qPCR do gene orfC4 de Giardia lamblia genétipo
A: Amostras RioL 9, RioL 16, RioL 19, RioL 21, RioL 24, AlvorOut 35 e RioF 6.

4.3. ldentificacdo de espécies/genétipos de Giardia e Cryptosporidium por
sequenciacao

Das 29 amostras positivas na amplificagao do gene ssu rRNA de Giardia foram

selecionadas 21 amostras para a sequenciagao. Foram escolhidas essas amostras por

possuirem melhores resultados no nested-PCR, isto é, apresentagao de bandas mais nitidas na

eletroforese. Nao foi realizado o sequenciamento nas amostras potencialmente positivas para

Cryptosporidium, uma vez que o resultado do qPCR foi negativo.

Das 2| amostras, 12 foram sequenciadas com sucesso. O alinhamento das
sequéncias do fragmento 292bp do gene ssu rRNA de Giardia mostrou que |0 amostras

apresentam 100%
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de homologia com as sequéncias referéncias (M54878 e AF199446) (Figura 10) e duas
amostras apresentam 99% de homologia com as sequéncias referéncias (M54878 e AFI13901)

(Tabela 10).

13 Aignments ]
Description Max | Total Quesy | E Ident  Accession
sCore score cover  vale
540 99% 0e-158 100% Msasrat
G.lamblia small subunit ribosomal (16S-like) RNA
Sequence ID: M54878.1 Length: 1453 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 292 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
540 bits(292) 9e-158 292/292(100%) 0/292(0%) Plus/Plus

Query 1 CATCCGGTCGATCCTGCCGGAGCGCGACGCTCTCCCCAAGGACGAAGCCATGCATGCCCG 60
e+ SRR,
Query 61 CTCACCCGGGACGCGGCGGACGGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGLGGLGGTCCCTG 120
e o O,
Query 121 CTAGCCGGACACCGCTGGCAACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGGGCGGGCGCCCGCG 180
e 1 SR,
Query 181 GGCGAGCAGCGTGACGCAGCGACGGCCCGCCCGGGCTTCCGGGGCATCACCCGGTCGGCG 240
e o ST, e
Query 241 CGGTCGCGGCGCGCCGAGGGCCCGACGCCTGGCGGAGAATCAGGGTTCGACT 292

) CLLRULULLLEELELEELL L EELL L L ELL L]
Sbjct 241 CGGTCGCGGCGCGCCGAGGGCCCGACGCCTGGCGGAGAATCAGGGTTCGACT 292

Figura 10 — Alinhamento multiplo de fragmentos das sequéncias do gene ssu rRNA de Giardia lamblia da
amostra RioL 24. O programa BLAST foi utilizado para comparar as sequéncias nucleotidicas disponiveis no
GenBank (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Tabela 10 — Homologia das sequéncias do gene ssu rRNA de Giardia das amostras de ostras em estudo com
as disponiveis no GenBank.

Amostras* Homologia
RioL-9, 16, 19, 21, 24
Alvor Maio 10 100%
Alvor Out 35 G. lamblia
Alvor Dez 6 M54878 e AF199446
Mira- 11, 13
99%
Rio F 6
G. lamblia
Mira 12

M54878 e AF113901

*Rio F — O. edulis de Ria Formosa (Bivalvia), Julho 2015
Rio L — O. edulis de Rio Lima, Maio 201 |

Alvor Out — C. gigas de Alvor, Outubro 2015

Alvor Dez — C. gigas de Alvor, Dezembro 2015
Alvor Maio — C. angulata de Alvor, Maio 2016

Mira — C. angulata de Mira, Agosto e Setembro 2017
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Os genodtipos (assemblages) de G. lamblia (A a G), distinguem-se pela composicao

de nucledtidos nas posi¢oes 22, 23, 24, 38, 44, 45, 63, 73 e 93 do gene ssu rRNA (Tabela I 1).

Tabela I | - Diferenciacio dos gendtipos de G. lamblia com base nas posi¢ées nucleotidicas do gene ssu rRNA.
Genoétipo
(Assemblage) Posicao nucleotidica

22 23 24 38 44 45 63 73 93
A G C G A G - T c =
B A T C A A C G G A
C A T C A A C A G A
D A T C A A C A A A
E G C G A G 3 T C G
F G C G C G T c A
G A T C A G ) AG G A

Sequéncias de referéncia:

A: M54878, AF199446; B: AF199447, AF113898; C: AFI13899, AY775200; D: AF113900, AY775199; E: AF113902,
AF199448, AY 297957; F: AF113901, AF199444, DQ836339; G: AF199450, AF113896.
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Das 12 amostras sequenciadas foi possivel genotipar 10, todas pertencentes ao

genotipo A e 2 que poderao ser genotipo A ou F (Tabela 12).

Tabela 12 — Genotipagem de Giardia lamblia com base nas posi¢oes nucleotidicas do gene ssu rRNA.

Posicao
Amostra Genoétipo
22 23 24 38 44 45 63 73 93
RioF6 - - - - - - - C A A/F
RiolL9 G C G A G - T C A A
RioL 16 G C G A G - T C A A
RioL19 G C G A G - T C A A
RioL2l G C G A G - T C A A
RiolL24 G C G A G - T C A A
Alvor Maiol0 | G C G A G - T C A A
Alvor Out35 | G C G A G - T C A A
Alvor Dez 6 G C G A G - T C A A
Miral | G C G A G - T C A A
Miral2 - - - - - - - C A A/F
Miral3 G C G A G - T C A A
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5. Discussao

A seguranca alimentar tem-se tornado cada vez mais importante relativamente a saude
publica, uma vez que existem diversas doengas transmitidas por alimentos, tanto nos paises

desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento (Velusamy et al., 2010).

As doengas transmitidas por alimentos afetam diversos grupos da populagao, em
especial os idosos e as criangas, que sao considerados grupos de risco. Assim, para diminuir o
impacto e prevenir essas infegoes, deve-se melhorar a monitorizagao e detegao dos agentes

patogénicos transmitidos pelos alimentos (Adamu et al., 2014).

Ao longo dos anos tém sido referenciados surtos alimentares associados ao consumo
de marisco, mexilhao e ostras (Leal e Franco, 2008). Os moluscos bivalves sao produzidos em
ecossistemas aquaticos que estao sujeitos a descargas de esgotos sem tratamentos, existindo
uma grande probabilidade de serem contaminados pelos residuos fecais presentes nas aguas
(Leal e Franco, 2008). Os moluscos bivalves sio considerados bioindicadores de poluicao
devido a sua capacidade de filtragao, acumulando bactérias, protozoarios e virus nas branquias
e no trato intestinal (Adell et al., 2014). Como é um alimento bastante apreciado nos paises
mediterranicos, o consumo dos moluscos crus ou pouco cozinhados pode, assim, estar na

origem de surtos alimentares (Souza et al., 2012).

Os protozoarios Giardia e Cryptosporidium conseguem disseminar-se facilmente no
ambiente a partir de descargas de residuos (fezes) que contaminam recursos hidricos (Adell
et al, 2014) e varios estudos realizados em diferentes partes do mundo tém detetado estes
parasitas em moluscos bivalves. No Quebec (Canada), a analise de mexilhoes azuis (Mytilus
edulis) mostrou que 8% das amostras estavam contaminadas com G. lamblia e 73% com
Cryptosporidium spp. (Lévesque et al, 2010). Na costa Atlantica dos EUA, foi observada a
contaminagao de moluscos (ostras e/ou améijoas) com Cryptosporidium (Fayer et al., 2003;

Graczyk et al., 2007).

Resultados similares foram encontrados na Europa (Melo et al., 2006; Gémez-Couso
et al., 2004; Freire-Santos et al., 2000). Em Portugal, Melo e colaboradores (2006) observaram
uma prevaléncia de 33% de Cryptosporidium spp. em améijoas provenientes do Rio Guadiana.
Em Espanha (costa da Galiza), quistos de Giardia foram encontrados em mexilhoes (Mytilus
galloprovincialis) nos estuarios estudados, com uma taxa geral de contaminagao de 41,5%

(Gémez-Couso et al., 2005).

Uma vez que a giardiase e a criptosporidiose sao parasitoses transmitidas por agua e

alimentos e como existem poucos trabalhos sobre Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em
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moluscos bivalves em Portugal, o presente trabalho teve como objetivo a detegao destes dois

protozoarios e a avaliagao de risco associado ao consumo deste alimento.

As técnicas moleculares utilizadas neste estudo, nested-PCR, qPCR e sequenciagao
foram aplicadas com o objetivo de detetar ADN de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. e de

identificar as espécies/gendtipos destes parasitas em amostras de ostras.

A detecao de G. lamblia foi realizada através da amplificagao do gene ssu rRNA por
nested-PCR (Thompson e Ash, 2016). Obteve-se a amplificagao em 29 amostras de diferentes
origens (Rio Lima, Alvor e Mira), ocorrendo uma maior incidéncia nas amostras obtidas do
Rio Lima. As mesmas amostras foram analisadas por qPCR com os oligonucleétidos do gene
orfC4 especificos para os genotipos A e B de G. lamblia. O gendtipo A foi identificado em 28

amostras (97%), com valores do threshold cycle (Ct) a variarem entre Ct 25 e Ct34.

O amplicio de 292pb obtido pelo nested-PCR de 2| amostras foi purificado e
sequenciado, tendo-se conseguido a identificagao de G. lamblia gendtipo A em |2 amostras:
|0 amostras apresentam 100% de identidade com as estirpes de referéncia M54878 e

AF199446 e duas amostras apresentam 99% de homologia.

Relativamente a detecao do gene ssu rRNA de Cryptosporidium spp. por nested-PCR,
foram observados amplicoes de baixa intensidade em |7 amostras e inicialmente estas
amostras foram consideradas potencialmente positivas uma vez que os amplicoes foram
caracteristicos de Cryptosporidium ssu rRNA (825pb). Posteriormente, procedeu-se a detegao
do gene 18S rDNA por qPCR, porém nao ocorreu a amplificagaio do ADN em nenhuma
amostra e, assim, atendendo a especificidade e sensibilidade do método qPCR consideram-se

negativas para Cryptosporidium spp..

A detecao do gendtipo A de G. lamblia nas amostras de moluscos bivalves é
potencialmente preocupante devido a ser um genoétipo associado a infegoes no homem a nivel
mundial (Berrilli et al., 2004; Hohweyer et al., 2013). Salienta-se, contudo, que o presente
trabalho nao avaliou a viabilidade dos quistos de G. lamblia mas a sua detegao indica que existe
contaminagao fecal nas aguas utilizadas para a produgao dos moluscos bivalves, podendo
representar um problema de salde publica. Assim como a nao detegao molecular de
Cryptosporidium spp. nas amostras dos moluscos bivalves nao indica que nao existisse este

parasita nas amostras.

Em estudos realizados em diferentes bacias hidrograficas e fontes de agua potavel do
Estado de Sao Paulo (Brasil) foram observados uma maior prevaléncia do protozoario Giardia,

comparativamente com Cryptosporidium (Araujo et al., 2018; Razzolini et al., 2010; Sato et al.,
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2013). Com base nestes dados, Sato e colaboradores (2013) concluiram que a probabilidade
de infecao por Cryptosporidium foi menor que a de Giardia. Resultados similares foram
observados em um estudo conduzido em estagoes de tratamento de agua localizados em
Aragao (Espanha) (Ramo et al.,, 2017) com uma prevaléncia de 55% para Cryptosporidium e 70%
para Giardia. A maior prevaléncia de Giardia em relagao ao Cryptosporidium é frequentemente
relatada em outros paises, como por exemplo: Franga (Mons et al., 2009) Finlandia (Horman

et al, 2004) e Luxemburgo (Burnet et al., 2014).

Varios estudos realizados em Portugal mostraram que Giardia lamblia e Cryptosporidium
circulam no homem, nos animais e no ambiente (Ferreira et al., 2013; Ferreira et al., 2017; Jdlio
et al., 2012a; Julio et al., 2012b; Lobo et al., 2009). No norte do pais foi identificado o genotipo
A (subtipo A2) e o gendtipo B de G. lamblia em amostras de agua (Almeida et al., 2010b). No
estudo realizado por Sousa e colegas (2006), nas regices centro e norte de Portugal, foi
possivel detetar o genotipo A em amostras provenientes de individuos que apresentaram
queixas gastrointestinais. Em 2013, um estudo conduzido em pré-escolas de Lisboa detetou
quistos de G. lamblia nas fezes de criancas entre 3 e 6 anos de idade e identificaram os
genotipos A (subtipo A2 e A3) e B (Ferreira et al,, 2013). Assim, Cryptosporidium e Giardia
circulam no meio ambiente, sendo a dgua considerada um potencial veiculo de transmissao de

criptosporidiose e giardiase em Portugal (Lobo et al., 2009).

Cryptosporidium e Giardia sao os principais protozoarios causadores de doengas
diarreicas em todo o mundo, sendo os principais causadores de doencas transmitidas pela
agua (Smith et al, 2007). A infecao no homem pode ocorrer facilmente através da ingestao
de agua e alimentos uma vez que a dose infetante é baixa (I1-10 quistos de Giardia e 10-100
ooquistos de Cryptosporidium) (Schets et al., 2013). Como o marisco € na maioria ingerido cru
ou mal cozinhado, com pouco tempo de cozedura, estes protozoarios ficam viaveis podendo

facilmente provocar infegao (Gomez-Couso et al., 2005; Schets et al., 2013).

Uma vez que quistos de Giardia e ooquistos de Cryptosporidium conseguem sobreviver
por longos periodos de tempo no ambiente, é importante desenvolver melhorias nas praticas
de controlo de aguas, de modo a diminuir a contaminagao dos moluscos e assim proteger a
salde publica (Razzolini et al, 2016). O tratamento convencional das aguas superficiais €
geralmente por métodos fisicos e quimicos, filtracao e desinfe¢ao por cloragao ou radiagao
UV. Os ooquistos de Cryptosporidium e quistos de Giardia sao resistentes a estes tratamentos,
levantando questoes sobre a necessidade em alterar os métodos de tratamento de aguas

(Lobo et al., 2009).
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Para que haja seguranga no consumo de marisco é necessario que as empresas de
producao de bivalves tenham o cuidado de fazer a depuragao durante 7 dias ou pelo menos |
a 3 dias antes de ser consumido, de modo a remover a maior parte das impurezas
(Sutthikornchai et al, 2016). Adicionalmente, é necessirio também investir no
desenvolvimento de métodos de desinfegao quimica e fisica da 4dgua, na educagao sanitaria e
higiene pessoal dos manipuladores de alimentos e na implementagao nas industrias de

informagao sobre seguranga alimentar.

Os métodos de prevencao e controlo devem estar sempre em alerta em relagao a
contaminagao de alimentos e de agua e manipulagao destes para que o produto final seja
seguro quando for consumido. Para isso, o Plano de Pontos Criticos de Controlo (HACCP)
para os alimentos deveria incluir um controlo parasitario, uma vez que representam um risco

para a saude publica (Dawson, 2005).

Em conclusao, as técnicas de biologia molecular foram aplicadas com sucesso,
conseguindo-se detetar gendtipo A de G. lamblia nas ostras, podendo o seu consumo
representar um risco para a saude publica. E necessario desenvolver novas técnicas para a
detecao e controlo de Giardia e Cryptosporidium nos alimentos de modo a serem aplicados em

pontos criticos de controlo nas aguas e moluscos bivalves.
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