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Resumo

As saladas pré-embaladas, prontas para consumo, sao cada vez mais procuradas pelos
consumidores, por serem de facil e rapida utilizagao, nao necessitando de processamento,
com um cariz muito pratico que motiva a aquisi¢ao pelos consumidores em geral.

As contaminagoes microbianas estao muitas vezes associadas ao consumo de saladas
e sao responsaveis pela grande parte das doengas transmitidas por alimentos. Como
exemplos, destacam-se as parasitoses intestinais, provocadas por diversos parasitas,
nomeadamente Giardia lamblia e Cryptosporidium sp.. Estes parasitas sao transmitidos pela via
fecal-oral, por contacto direto entre individuos infetados ou animal-pessoa ou indiretamente
através da ingestao de agua e alimentos contaminados. Os quistos de Giardia sp e ooquistos
de Cryptosporidium sp. sao muito resistentes as condicoes do meio ambiente e também aos
tratamentos efetuados a agua para consumo humano, podendo permanecer durante muito
tempo no meio-ambiente, contaminando a 4gua, solos e posteriormente os alimentos.

Em Portugal nao esta descrita a pesquisa destes parasitas em alimentos. Assim, este
estudo teve como objetivo detetar Giardia sp. e Cryptosporidium sp. em saladas pré-embaladas
e prontas a consumir, aplicando técnicas de biologia molecular, de modo a conhecer o nivel
de contaminagao das saladas.

Foram adquiridas, aleatoriamente, 24 amostras de saladas de trés marcas diferentes e
de vegetais variados, durante o periodo de junho a setembro de 2015 em hipermercados de
Coimbra. A extragao do ADN foi realizada utilizando o kit comercial QlAamp DNA Stool
mini kit (Quiagen), e a detegao de Giardia lamblia e Cryptosporidium sp. foi realizada através de
técnicas de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) e nested-PCR. O limite de detegao de
Giardia lamblia e Cryptosporidium sp. das técnicas de PCR foi determinado e a identificagao das
espécies/genotipos foi realizada por sequenciagao.

O parasita G. lamblia foi detetado em uma amostra de salada e por sequenciagao foi
identificado como gendtipo A (100% homologia com Portland-1). O limite de detegao na
técnica de nested-PCR foi de 30,5 pg/ml de ADN. Nao foi identificado Cryptosporidium sp. em
nenhuma amostra de salada e o limite de detecao foi de | ooquisto na técnica de qPCR e
100 ooquistos na técnica nested-PCR.

Conclui-se, portanto, que é necessario estabelecer medidas de prevengao e controlo
destes parasitas em todo o setor de produgao, processamento, embalamento e transporte

das saladas pré-embaladas e prontas para consumo humano.



Palavras-chave: Saladas pré-embaladas, Seguranga Alimentar, Giardia lamblia,

Cryptosporidium, qPCR, nested-PCR, sequenciagao.



Abstract

The ready-to-eat salads are in increasing demand by consumers because they are easy
and quick to use and do not require processing, have a practical nature that motivate the
purchase by consumers in general.

Microbial contaminations are often associated with consumption of salads and are
responsible for foodborne diseases. Among the foodborne diseases, there are the intestinal
parasitosis caused by various parasites, including, Giardia lamblia and Cryptosporidium sp..
These parasites are transmitted by the fecal-oral route, by direct contact between infected
humans or animal-person or indirectly through ingestion of water and food contaminated.
The cysts of Giardia sp. and oocysts of Cryptosporidium sp. are very resistant to
environmental conditions and also to water treatments for human consumption and remain
for a long time in the environment, contaminating water, soil and subsequently the food.

In Portugal, research of these parasites in food is not described. This study aimed to
detect Giardia sp. and Cryptosporidium sp. in ready-to-eat salads, applying techniques of
molecular biology in order to study the level of contamination in salads.

Twenty four samples of ready-to-eat salads of three different brands and assorted
vegetables were randomly purchased during the period June to September 2015, in
hypermarkets of Coimbra. The DNA extraction was performed using the commercial kit
QIlAamp DNA Stool mini kit (Qiagen), and the detection of Giardia sp. and Cryptosporidium
sp. was performed using real-time quantitative PCR (qQPCR) and nested-PCR techniques. The
limit of detection of the PCR techniques was determined and the identification of
species/genotypes was performed by sequencing.

G. lamblia parasite was detected in one salad sample and was identified as genotype A
by sequencing (100% sequence homology with Portland-1). The limit of detection of nested-
PCR was about 30.5 pg / ml DNA. Cryptosporidium sp. was not identified in any salad and the
detection limit was of | oocyst in gPCR and 100 oocysts in nested-PCR.

In conclusion, it is necessary establish prevention and control measures for these
parasites throughout the manufacturing industry, processing, packaging and transport of

ready-to-eat salads for human consumption.

Keywords: ready-to-eat salads, Food Safety, Giardia lamblia, Cryptosporidium, qPCR, nested-

PCR, sequencing.
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Capitulo 1

|.Introducao

I.1. Seguranca alimentar

Ao longo dos ultimos anos, tem-se assistido a uma crescente preocupagao com a
seguranga alimentar. Cada vez mais, a sociedade em geral se preocupa em consumir
alimentos seguros, que nao tragam consequéncias nefastas para a saude.

A seguranca alimentar é um direito em que todas as pessoas devem acreditar,
assumindo que no dia-a-dia os alimentos que consomem sao inécuos e proprios para
consumo humano (WHO/FAO, 2003). As doengas e os danos provocados pelos alimentos
podem ser apenas desagradaveis e causar ligeiras indisposigoes, ou no pior cenario serem
fatais (WHO/FAO, 2003). Para salvaguardar os direitos dos consumidores no ambito da
seguranga alimentar, foram surgindo organismos publicos e grupos de trabalho que
estabeleceram normas e regulamentagao.

Assim, surgiu o Codex Alimentarius, que em latim significa Coddigo ou Lei dos
Alimentos, que consiste num conjunto de normas alimentares internacionais (WHO/FAO,
2003). Segundo o Codex Alimentarius a seguranga alimentar define-se como a garantia de que
o alimento nao causara danos ao consumidor, desde que seja preparado e/ou consumido de
acordo com o uso a que se destina (WHO/FAO, 2003). Ao mesmo tempo, surgiu a
legislagao alimentar (Reg. n® 852/2004) com o objetivo de promover e defender a Seguranga
Alimentar de forma a manter um elevado nivel de protegao da vida e da saide humana.

Em 2002, foi fundada pela Uniao Europeia, a Autoridade Europeia para a Seguranga
dos Alimentos (EFSA - European Food Safety Authority), com o objetivo de desenvolver
fundamentos cientificos no ambito da seguranga alimentar e fazer a divulgacao dos riscos
associados a cadeia alimentar. Deste modo, é responsavel pela gestao do risco alimentar e
também pela divulgacao das descobertas cientificas neste ambito ao publico em geral (ASAE,
2015).

As doencgas veiculadas pelos alimentos representam um problema de saude publica a
nivel mundial e cada vez mais a sociedade em geral se preocupa com a sua prevenciao e com
o cumprimento das normas e legislagio em vigor no ambito da seguranca alimentar (WHO,

2016).
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1.2. Doencas transmitidas por alimentos

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) ocorrem devido a contaminagoes de
alimentos. As contaminagoes podem ter trés principais origens: fisica (restos de metais,
madeira, cabelos, e outros objetos que possam cair nos alimentos); quimica (produtos
quimicos, contaminantes quimicos, como residuos de antibioticos e pesticidas,
contaminantes ambientais); biologica (contaminagao macrobioldgica, pragas; microbiologica,
bactérias, virus, fungos, parasitas) (ASAE, 2016). Estas doengas e as suas consequéncias para
a salde humana sao um problema emergente em todo o mundo, havendo cada vez mais
casos de infegoes veiculadas pelos alimentos (Oliveira, 2010).

Em 2014, foram relatados 5251 casos de doencas de origem alimentar, incluindo, as
doengas alimentares veiculadas pela agua (EFSA, 2015). Segundo a Autoridade de Seguranga
Alimentar e Economica (ASAE), cerca de 90% das doencas transmitidas por alimentos sao
provocadas por microrganismos. Em todos os alimentos é possivel encontrar
microrganismos e a sua transmissao resulta, na maior parte das vezes, da utilizagao de
deficientes praticas de higiene e de metodologias incorretas nas Ultimas etapas de
preparagao/confecao e distribuicao dos alimentos. Sao conhecidos muitos géneros e espécies
de bactérias (Tabela 1), virus e parasitas que causam doengas de origem alimentar, mas

apenas alguns aparecem associados a estas doencas com maior frequéncia (ASAE, 2016).
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Tabela I. Principais bactérias associadas a doencas transmitidas por alimentos (Adaptada de ASAE,

Alimentos
Alimentos notificados no RASFF*
Género Espécies/Estirpes frequentemente
(Marco 2005 - Agosto 2006)
associados
Arroz, cereais, pratos de
B. cereus carne, vegetais, alimentos em Cacau, leite, massas semi-frescas, mistura de
Bacillus contacto com o solo ou com  especiarias, peixe
po
B. licheniformis Alimentagio dietética (criangas)
Brucella Leite cru, derivados de
animais contaminados
Campylobacter C. jejuni Alimentos proteicos crus ou Coelho, frango, manteiga
pouco cozinhados, lacticinios
Carnes insuficientemente
C. botulinum curadas ou sem conservantes,
Clostridium conservas caseiras de carnes
ou vegetais
C. perfringens Alimentos aquecidos a baixas
temperaturas
Ecoli Agua ou alimentos com Carne de vaca, Cha de limao, queijo Brie,
- .coli L —_ . .
Escherichia contaminagao fecal mexilhdo, salame, produtos a base de leite
Leite, derivados de leite, Bacon, carne de cavalo, carne de vaca
Listeria L. monocytogenes saladas cozinhada, Filetes, linguica, paté, queijo de leite
cru, queijo fumado, peixe, salame, salmao
fumado, sushi
S. enteritidis Frango, pato, peru, ovos Carne de porco, carne de vaca, codornizes,
Salmonella S. typhimurium frango, pato, peru e ovos
Shigella S. dysenteriae Saladas, leite, aves, produtos
horticulas
Carne, leite, ovos e Marisco, peixe, queijo de leite cri
S. aureus derivados, associado a
Staphylococcus ’ . ~ . .
manipulagio- alimentos ricos
em proteina e agua
Leite cru, gelados, saladas,
Streptococcus S. pyogenes
mariscos
V. cholerae Peixe, marisco e moluscos Camarao
V. parahaemolyticus crus ou insuficientemente
Vibrio o )
V. vulvinicus cozinhados
V. alginolyticus Camario
Leite cru, Aves, Carnes,
Yersinia Y. enterocolitica

mariscos, vegetais

*RASFF - Rapid Alert System for Food and Feed- Sistema de Alerta Rapido para alimentos para consumo humano e animal.

Existem alguns virus que sao causadores de doencas transmitidas por alimentos,

embora nao haja possibilidade de se multiplicarem nos alimentos (Tabela 2). Os virus que

estao associados com maior frequéncia a doengas transmitidas por alimentos siao os
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causadores da Hepatite A e E, os rotavirus (estaio muito associados a casos de diarreia
infantil) e o virus de Norwalk (também designado por norovirus ou calcivirus) que provocam

gastroenterites (ASAE, 2016).

Tabela 2. Principais virus associados a doengas transmitidas por alimentos (Adaptada de ASAE,
2016).

Alimentos Alimentos notificados no
Virus frequentemente RASFF* (Marco 2005 - Agosto
associados 2006)
Hepatite A Agua, marisco, saladas
Hepatite E Agua
Rotavirus Fruta, saladas
Virus de Norwalk Agua Framboesas, ostras cruas

*RASFF - Rapid Alert System for Food and Feed - Sistema de Alerta Rapido para alimentos para

consumo humano e animal.

Entre os principais parasitas causadores de doengas de origem alimentar estao os
protozoarios Cryptosporidium parvum e Giardia lamblia e o helminta Trichinella spiralis (Tabela
3) (ASAE, 2016). Dentro deste tipo de doengas de origem alimentar, destacam-se as
parasitoses intestinais, que siao consideradas um grande problema de saude publica
principalmente nos paises em desenvolvimento, onde as condigoes higiénicas e sanitdrias nao
sao as melhores. Estas doengas estao muitas das vezes associadas a quadros clinicos de

diarreia crénica e desnutrigao (Ludwig et al., 1999).
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Tabela 3. Principais parasitas associados a doencgas transmitidas por alimentos (Adaptada de ASAE,

2016).
Alimentos Alimentos notificados
Género Espécies frequentemente no RASFF* (Marco -
associados Agosto 2006)
Cryptosporidium C. parvum Leite, agua, vegetais,
Diphyllobothrium Salmao, outros peixes
Entamoeba E. histolytica
Alimentos ou agua
Giardia G. lamblia (ou intestinalis) expostos a contaminagao
fecal
Ascaris A. lumbricoides
Salmao, bacalhau, badejo,
arenques, etc. (encontra- Bacalhau seco, sardas,
Anisakis A. simplex .
se no musculo de muitos tamboril
peixes)
T. saginata
Taenia
T. solium
Javali, porco, musculo de
Trichinella T. spiralis ]
animais carnivoros
Agua, alimentos
Cyclospora C. cayetanensis

contaminados com fezes

*RASFF - Rapid Alert System for Food and Feed - Sistema de Alerta Rapido para alimentos para consumo humano

e animal.

De acordo com o National Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods

(2004), os microrganismos podem-se classificar consoante o seu risco e difusao (Tabela 4).

Com alto risco, salientam-se os parasitas Taenia solium, Trichinella spiralis e de risco

moderado de alta difusao, o parasita Cryptosporidium parvum.
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Tabela 4. Classificacao dos microrganismos, de acordo com o seu perigo e difusio (Adaptada de
ASAE, 2016).

Alto Risco Risco moderado / Alta difusdao Risco moderado/ Difusdo
limitada

Clostridium botulinum tipos A, B, E, Listeria monocytogenes Bacillus cereus

F

Shigella disenteriae Salmonella sp. Campylobacter jejuni

Salmonella typhi e paratyphi A, B Shigella sp. Clostridium perfrigens

Virus - Hepatite A e E Escherichia coli enteropatogénica (EEC) Staphylococcus aureus

Brucella abortus Streptococcus pyogenes Vibrio Cholerae non-0l

Brucella suis Rotavirus Vibrio parahaemolyticus

Vibrio cholerae 01 Virus Norwalk Yersinia enterocolitica

Vibrio vulnificus Entamoebea histolytica Giardia lamblia

Taenia solium Diphyllobothrium latum Taenia saginata

Trichinella spiralis Ascaris lumbricoides Trichinella spiralis
Cryptosporidium parvum Diphyllobothrium latum

A prevaléncia das doencgas infecciosas transmitidas através de alimentos tem sido
variavel ao longo do tempo. Por exemplo, no inicio do século passado, doengas como a
cOlera, febre tifdide e a tuberculose eram doengas muito frequentes e que traziam graves
consequéncias a saude publica. As melhorias efetuadas no ambito da manipulagio e
tratamento de alimentos, nomeadamente a pasteurizagao do leite, a confegao de conservas
de forma segura, os tratamentos de desinfecao da agua, o saneamento publico e todas as
restantes melhorias neste ambito, proporcionaram um controlo mais efetivo destas doengas,
contribuindo assim para o aumento dos niveis de seguranga alimentar (ASAE, 2016).

Nas ultimas duas décadas foram descobertas outras doengas com origem nos
alimentos, como o caso de diarreias associadas ao consumo de framboesas contaminadas
com Cycosplora, em 1996 na Guatemala e em 1998 em Galveston Bay, surtos associados ao
consumo de ostras contaminadas com uma nova estirpe da bactéria Vibrio parahaemolyticus
(ASAE, 2016).

O aparecimento de novas doengas de origem alimentar causadas por microrganismos
esta associado a varios fatores, como por exemplo a facilidade com que os microrganismos
se difundem, as transformagoes a que estao sujeitos que lhes conferem mais resisténcia e
proporcionam a sua disseminagao, os métodos laboratoriais cada vez mais desenvolvidos que

permitem identificar microrganismos anteriormente desconhecidos (ASAE, 2016).
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Deste modo, atualmente existem doengas novas de origem alimentar, outras que
reaparecem apos alguns anos de auséncia (re-emergentes), outras que aparecem

esporadicamente e algumas que ja estao consideradas erradicadas (Tabela 5) (ASAE, 2016).

Tabela 5. Prevaléncia das doengas transmitidas por alimentos (Adaptada de ASAE, 2016).

Doencas transmitidas por alimentos

Prevaléncia crescente Prevaléncia baixa ou nula
Listeriose (Listeria monocytogenes) Colera (Vibrio cholerae)
Campilobacteriose (Campylobacter jejuni) Teniase (Taenia saginata)
Intoxicagoes por Escherichia coli ou por Yersinia enterocolitica Triquinose (Trichinella spiralis)

1.3. Fatores de risco associados ao consumo de saladas pré-embaladas e

seguranca alimentar

O consumo de vegetais esta muito associado a adogao, cada vez mais frequente, de
estilos de vida saudaveis pela populacio em geral. Este fator faz com que as pessoas
procurem cada vez mais incorporar neste estilo de vida uma alimentagao equilibrada e
saudavel, recorrendo aos vegetais. O consumo de saladas é muito recomendado pela maior
parte dos nutricionistas por serem uma fonte rica de fibras, vitaminas, minerais e fito-
nutrientes, essenciais para uma alimentagao saudavel (Yamoudy et al, 2015). O seu consumo
regular, em quantidades suficientes, pode prevenir doengas cardiovasculares e alguns cancros
(Taban e Halkman, 201 1).

A procura deste tipo de alimentos, minimamente processados, tem aumentado nos
ultimos 10 anos pelo seu cariz pratico, acessivel e de facil consumo e tornou-se um produto
muito "popular" entre os consumidores (Santos et al., 2010; Taban e Halkman, 2011;
Soderqpvist et al., 2016). Os consumidores tém optado por este tipo de saladas pelo facto de
terem poucas calorias e alto valor dietético (Caponigro et al., 2010). Por todas estas razoes,
€ espectavel que o consumo de saladas, principalmente as pré-embaladas e prontas a
consumir, continue a aumentar.

As saladas pré-embaladas sao alimentos minimamente processados que passam por
varias etapas até serem embalados, nomeadamente, a selegao da matéria-prima, pré-lavagem,
preparagao (corte), higienizagcao e desinfecao, enxaguamento, secagem e posteriormente o

acondicionamento em embalagens permeaveis. Estas saladas tém de ser transportadas e
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armazenadas sob condigdes de temperatura especificas (2°C a 4°C). A atmosfera modificada
induzida pelas embalagens permeaveis, os altos niveis de humidade e a temperatura baixa
fazem abrandar o metabolismo destes vegetais e ajudam a preservar a frescura e o valor
nutritivo, pelo menos durante uma semana (Caponigro et al., 2010).

As mudangas na agricultura, no processamento, na preservagao e distribuicao dos
alimentos, especialmente neste tipo de saladas pré-embaladas, associadas também ao
desenvolvimento de técnicas de marketing a escala global, tém proporcionado o crescimento
das industrias deste setor, levando a que haja cada vez mais uma vasta gama de saladas
prontas para consumo (Taban e Halkman, 201 1).

As saladas pré-embaladas sao alimentos frescos e pereciveis que, se nao for efetuada
corretamente a sua lavagem e desinfecado, podem levar ao desenvolvimento de
microrganismos e proporcionar a sua degradagao. As saladas, em geral, sao potenciais fontes
de microrganismos patogénicos, quer pelo seu meio de crescimento e desenvolvimento
(solo), quer pelo processamento e manipulagio que estd associada a estes alimentos,
especialmente os que sao previamente lavados, embalados e comercializados como produto
acabado para consumo imediato (Dixon et al., 2012).

Durante as ultimas duas décadas, ocorreram muitos surtos de gastroenterites
causados por microrganismos patogénicos presentes em saladas. Uma vasta gama de saladas
e vegetais tém sido associados a surtos de infecoes pelo Centro de Controlo e Prevengao
de Doencas dos Estados Unidos - United States Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) (Tabela 6) (Taban e Halkman, 2011). A proporgao destes surtos com origem neste
tipo de saladas tem tendéncia a aumentar, devido ao incremento do consumo das saladas.
Em muitos paises estas saladas pré-embaladas sao produzidas a escala industrial, sendo
vendidas muito rapidamente.

Este tipo de vegetais retém a microflora normal, mesmo apds o seu processamento,
e muitas das vezes estao associados microrganismos patogénicos, que representam um risco

potencial para a seguranga alimentar (Taban e Halkman, 201 1).
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Tabela 6. Exemplos de surtos epidemiolodgicos de infegcdes provocadas por microrganismos
presentes em saladas e vegetais (Adaptada de Taban e Halkman, 201 1).

Tipo de vegetal Microrganismo Ano Localizacdo
Escheria coli O157:H7 1995  Estados Unidos da América (EUA)
Listeria monocytogenes 1979 EUA
Shigella sonnei 1983 EUA
Alface
Salmonella typhimurium DT 04 1994  Noruega
Salmonella Newport 2005  Espanha
Campylobacter jejuni 1996 EUA
Folha de alface Cyclospora cayetanensis 1997 EUA
llbaby"
Alface picada Shigella sonnei 1986 EUA
Shigella sonnei 1994  Noruega, Suécia e Reino Unido
Alface "iceberg"
Escherichia coli O157:H7 1995 Canada
Virus da Hepatite A 1986 EUA
Salada de alface
Giardia 1989 EUA
Salsa Shigella sonei 1998 EUA
Salmonella Senftenberg 2007  Israel
Manjericao
Cyclospora cayetanensis 1997 EUA

Existem varios fatores que podem influenciar a contaminagao das saladas, como a
fertilizagao das terras com fezes de animais e a origem da agua de rega, que pode ser tratada
ou nao e pode também estar contaminada com fezes de animais. A escolha do local para
cultivo destes vegetais € um fator muito importante que pode influenciar a seguranga
alimentar, uma vez que, € necessario perceber se esses campos de cultivo, ja foram utilizados
por animais domésticos ou selvagens, que podem ter contaminado os solos com
microrganismos patogénicos (Taban e Halkman, 2011). Neste sentido, podem estar
associados perigos biologicos, na fase de cultivo e crescimento destes vegetais,
nomeadamente o desenvolvimento de bactérias patogénicas, como a Escherichia coli
enterotoxigénica e enterohemorragica, a Salmonella, Campylobacter, Listeria, Shigella, Yersinia, e
também a disseminagao de parasitas, como Cryptosporidium, Cyclospora, Giardia (protozoarios)
e alguns helmintas (Taban e Halkman, 201 I).

As deficientes praticas de higiene dos manipuladores durante o cultivo e
processamento destes vegetais também sao fatores que contribuem para a contaminagao
(Caponigro et al, 2010; Taban e Halkman, 201 1; Dixon, et al, 2012). A agua utilizada na

lavagem prévia dos legumes pode também ser um veiculo de parasitas (Dixon et al., 2012).
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Os microrganismos patogénicos podem resistir a agao de desinfetantes aplicados nas
higienizagoes das saladas pré-embaladas, devido a sua retengao nas irregularidades da
superficie dos vegetais, nas pequenas lesdes do tecido vegetal e nos biofilmes. Também as
baixas temperaturas e atmosfera modificada deste tipo de saladas pré-embaladas nao é
suficiente para evitar o desenvolvimento bactérias psicotroficas (que se desenvolvem a
temperaturas baixas, entre 0°C e 7°C) e algumas delas sdo patogénicas, como é o caso de
Listeria sp. (Caponigro et al., 2010).

As saladas pré-embaladas sao reconhecidas como alimentos de risco, devido a
possibilidade de contaminagdo com bactérias patogénicas, como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella sp., Listeria monocytogenes, Yersinia sp., € com
fungos e leveduras (Caponigro et al, 2010; Yamoudy et al., 2015).

No seguimento de um surto de Salmonelose, na Noruega, foi efetuada uma
investigacao epidemioldgica, demonstrando-se a associagao do surto ao consumo de saladas
pré-embaladas (Vestrheim et al, 2014). Este acontecimento realca que existe risco de
infecao provocada pelo consumo de saladas contaminadas por microrganismos patogénicos,
mesmo apos terem sido processadas, higienizadas e embaladas (Vestrheim et al., 2014).

Para além das bactérias também ha possibilidade de transmissao de virus, como por
exemplo o virus da Hepatite A, o Norovirus, que podem estar presentes na agua de rega e
também nos solos, sendo responsaveis por muitos casos de gastroenterites especialmente
em criangas (Taban e Halkman, 2011). No entanto, existe uma maior preocupagao com as
bactérias, uma vez que as consequéncias para a salde sao mais graves e normalmente afetam
um ndmero maior de pessoas a nivel mundial (Taban e Halkman, 201 1). No que diz respeito
a contaminagao por virus, como nas saladas nao sao utilizados processamentos térmicos,
cozedura ou outro, o risco € elevado, uma vez que nao ha destruicao dos virus (Takahashi et
al,, 2016).

O facto de os vegetais crus nao serem corretamente higienizados e desinfetados, faz
com que o homem fique vulneravel a infecoes provocadas por parasitas, nomeadamente
protozoarios e helmintas. A contaminagao fecal destes alimentos, que sao ingeridos sem
nenhum processamento térmico, constitui um fator crucial na epidemiologia das parasitoses
(Shuval et al., 1984).

Os ooquistos, quistos, ovos e larvas de parasitas sao muito resistentes as condigoes
ambientais, podendo permanecer viaveis por grandes periodos de tempo na agua, solo e nas

culturas (Shuval et al.,1984).
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Os protozoarios Giardia sp. e Cryptosporidium sp. possuem um elevado potencial para
causar doengas gastroentestinais pela contaminagdo da agua e de alimentos (Rose e Slifko,
1999). Vérios estudos detetaram Giardia sp. e Cryptosporidium sp. em vegetais e frutas (Dixon
et al., 2012). Quistos de Giardia sp. foram identificados em amostras de alface e de morangos
(Erdogrul e Sener, 2004) e Cryptosporidium sp. e Giardia sp. foram detetados em vegetais e
legumes colhidos diretamente das culturas, de mercados e de vegetais embalados prontos
para consumo (Alonso e Cuesta, 2010; Dixon et al, 2012). Contudo, a detegao destes
protozoarios tem sido realizada maioritariamente em vegetais nao embalados.

A presenca de Cryptosporidium e Giardia nos vegetais pode ter origem na agua de
irrigagdo contaminada com quistos e ooquistos (muito resistentes no meio ambiente). De
facto, ha um risco muito elevado de contaminagao das culturas com as formas parasitarias

presentes na agua (Amoros et al., 2010).

|.4. Giardia lamblia

Giardia lamblia (Giardia duodenadlis ou Giardia intestinalis) € um dos parasitas intestinais
mais comuns do homem que causa a doenca gastrointestinal. Aproximadamente 200 milhoes
de pessoas na Asia, Africa e América Latina tém infecdes sintomaticas. Nos paises
desenvolvidos, as taxas de infecao sao de |-7%, e nos paises em desenvolvimento as taxas
aumentam para 8% a 30% (Feng e Xiao, 201 1).

O parasita Giardia foi descrito pela primeira vez em 68| por Antonie van
Leeuwenhoek ao examinar as proéprias fezes ao microscopio. Em 1859 foi descrito como
Cercomonas intestinalis quando observados por Vilem Dusan Lambl. A designagao Lamblia
intestinalis foi criada em 1888 por Raphael Anatole Emile Blanchard e, em 1915, Charles
Wardell Stiles introduziu o nome Giardia lamblia para honrar o trabalho realizado pelo
Professor A. Giard em Paris e Dr. Lambl em Praga. Hoje, os organismos que infetam os
seres humanos sao referidos como G. lamblia, G. intestinalis ou G. duodenadlis (Ford, 2005).

Giardia sp. € um protozoario, unicelular flagelado que pertence ao Filo
Sarcomastigophora, Classe Zoomastigophora, ordem Diplomonadida, familia Hexamitidae
(Thompson et al., 2000). Existem varias espécies de Giardia, sendo que cada espécie tem

hospedeiros diferentes (Tabela 7).
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Tabela 7. Espécies de Giardia sp. e seus respetivos hospedeiros (Adaptado de Martins, 2010).

Espécies

Hospedeiro

Giardia lamblia ou duodenalis
Giardia agilis

Giardia muris

Giardia ardeae

Giardia psittaci

Giardia microti

Homem, mamiferos domésticos e selvagens
Anfibios

Roedores

Aves

Aves

Roedores

Giardia lamblia é considerada uma espécie complexa, estando ja identificados oito

grupos genéticos distintos (A-H), denominados genotipos ou assemblages (Monis et al., 1999,

Thompson, 2004; Sprong et al., 2009) (Tabela 8). No homem, apenas tém sido encontrados

os genotipos A e B, sendo estes alvo da maioria dos estudos de Giardia em amostras de

fezes e alimentos (Sprong et al., 2009). Os outros genotipos sao suscetiveis de serem

especificos do hospedeiro, como os genotipos C e D identificados principalmente em caes e

outros canideos, genotipo E em gado, assemblage F em gatos, gendtipo G em ratos e

genotipo H em mamiferos marinhos (Tabela 8) (Monis et al., 1999;Thompson, 2004; Caccio

e Ryan, 2008; Sprong et al., 2009; Lasek-Nesselquist et al., 2010).

Tabela 8. Gendtipos ou assemblages, de Giardia lamblia e seus respetivos hospedeiros (Adaptado de
Monis et al., 1999; Thompson, 2004; Lasek-Nesselquist et al., 2010).

Genétipo
Hospedeiro
(Assemblage)
A Homem, suinos, cao, gato, bovinos, ovinos, veados, castores, alces, cavalo
B Homem, suinos, cio, gato, bovinos, ovinos, cavalo, coiotes, chinchilas,
castores e ratos
C Cao, coiotes e lobo
D Cao, coiotes e lobo
E Bovinos, caprinos, suinos,
F Gato
G Rato
H Mamiferos marinhos

Giardia é um parasita monoxeno, ou seja, hao necessita de um hospedeiro

intermediario. Durante o ciclo de vida, Giardia lamblia apresenta duas estruturas
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morfologicamente distintas, os quistos que medem de 8 a |4 ym de comprimento e 7 a 10
pum de largura, e os trofozoitos que medem cerca de 10 a 20 ym de comprimento e 5 a 15

pum de largura (Fig. 1) (Thompson, 2004).

G. lamblia

Disco ventral
1

Corpos medianos

Flagelo

Ndcleo
—> Axonemas
#—> Parede do quisto

Figura |. Trofozoito (1) e quisto (2) de Giardia lamblia (Adaptado de Thompson, 2004).

A transmissao ocorre pela via fecal-oral, através do contacto direto entre homem-
homem e homem-animal ou indiretamente através da ingestaio de agua e alimentos
contaminados com os quistos (Robertenson et al., 2010) (Fig. 2).

Os quistos, depois de ingeridos, passam pelo ambiente acido do estomago e
desenquistam no intestino delgado, dando origem a dois trofozoitos que se multiplicam por
reproducao assexuada (divisao binaria). Os trofozoitos aderem ao epitélio intestinal do
duodeno e das primeiras porgoes do jejuno colonizando o intestino delgado. Contudo, o
parasita nao permanece sempre aderente, destacando-se das células epiteliais ao longo do
ciclo replicativo sendo arrastado até ao intestino grosso onde enquista. Apés um periodo de
5 a 7 dias da infegao, podem ser encontrados nas fezes quistos e trofozoitos, mas s os
quistos & que resistem as condigoes a que ficam expostos no meio ambiente (Adam, 2000;
Monis e Thompson, 2003). Podem ser eliminados nas fezes cerca de 2.000.000 de quistos

por grama de fezes, contaminando assim o ambiente (Smith et al., 2006).
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i ’\
ContaminagBode dgua, alimentos,

mios ou utensilios contaminados
com quistos

Figura 2. Ciclo de vida de Giardia lamblia. | - Ingestdo de quistos através de agua e alimentos contaminados ou
maos e utensilios/superficies; 2 - O quisto é exposto ao ambiente acido do estdmago; 3 - Sao libertados dois
trofozoitos no intestino delgado, onde ocorre a reprodugio assexuada; 4 - Os trofozoitos transformam-se em
quistos e saem nas fezes 5 - Eliminagao das formas parasitarias nas fezes (Adaptado de Centers for Disease

Control and Prevention (CDC) http://www.cdc.gov/dpdx/ giardiasis/index.html).

Os quistos sao muito resistentes aos tratamentos de cloro e de filtragao, podendo
ser transmitidos através da agua tratada (Kelley, et al. 1984). A dose infecciosa de Giardia sp.
€ muito baixa, cerca de 10 a 100 quistos sao suficientes para provocar infecao (Adam, 2001;
Dawson, 2005).

Tém havido surtos de giardiase de origem hidrica por todo o mundo, mas nos paises
em desenvolvimento que tém deficientes condi¢coes higiénicas e sanitarias, com muitos
problemas relativos a qualidade da agua, tém sido mais frequentes (Espelage et al., 2010). Na
Alemanha, em 2007, foram notificados 3.651 casos de giardiase ao Instituto Robert Koch. Na
maioria dos casos (62%) foi reportado que a infe¢ao tinha sido adquirida na Alemanha, sendo
que a fonte de contaminagao e os fatores de risco nao foram identificados (Espelage et al.,
2010). Nos paises desenvolvidos, sao conhecidos surtos associados a ingestao de agua

contaminada e a utilizagao de piscinas e afins (Espelage et al., 2010).
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Menos frequentemente tém sido relatados surtos de giardiase devido ao consumo de
alimentos contaminados (Espelage et. al, 2010). Um estudo no Reino Unido associou a
transmissao de giardiase a ingestao de agua contaminada (de piscinas, agua de consumo) e
ingestao de saladas contaminadas (Espelage et al., 2010).

A giardiase é a infeg¢ao do intestino delgado provocada por G. lamblia que pode ser
assintomatica ou sintomatica. As infe¢oes sintomaticas podem ter uma fase aguda, em que o
individuo sente nauseas, fadiga, diarreia aquosa, desconforto intestinal, distensao abdominal e
flatuléncia, que normalmente tem a duragao de alguns dias (Ankarklev et al, 2010). A fase
crénica da infegao, provoca ma absor¢ao de nutrientes, nomeadamente lipidos e vitaminas,
perda de peso e diarreia intermitente. Os sintomas da giardiase podem aparecer 6-15 dias
apds a infecdo e o impacto clinico € maior em criangas pequenas e em individuos
desnutridos ou imunodeficientes. Segundo alguns autores, o quadro clinico da giardiase
depende de varios fatores como o numero de quistos ingeridos, a idade do hospedeiro e o
seu estado imunologico e nutricional (Faubert, 2000; Scott et al., 2002; Sahagun et al., 2008).

Os individuos assintomaticos sao considerados reservatorios importantes da

giardiase, contribuindo para a sua disseminagao (Savioli et al., 2006).

1.5. Cryptosporidium

Cryptosporidium sp. € um protozoario que pertence ao Filo Apicomplexa e a subclasse
Coccidia. E responsavel por infecdes em varios hospedeiros, provocando doencas
gastrointestinais (Aradjo, 2015). O parasita é transmitido pela via fecal-oral, através do
contacto direto entre homem-homem e homem-animal ou indiretamente através da ingestao
de agua ou alimentos contaminados (Rehn et al., 2015). Constitui um elevado risco para a
salde publica, especialmente para as criangas e individuos imunocompetentes (Araujo, 2015).

Atualmente estao descritas cerca de 26 espécies e 40 gendtipos diferentes do género
Cryptosporidium. Algumas dessas espécies estao reconhecidas como responsaveis por causar
infecoes no Homem, as criptosporidioses (Araujo, 2015). Segundo Pérez-Cordodn et al.
(2016) e Rehn et al. (2015), entre as 26 espécies descritas, Cryptosporidium hominis e
Cryptosporidium parvum sao as espécies mais comuns que infetam o homem e também uma

grande variedade de animais (Tabela 9).
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Tabela 9. Exemplos de espécies de Cryptosporidium e seus respetivos hospedeiros (Adaptado de
Chalmers e Katzer, 2013 e de Plutzer e Karanis, 2009).

Espécies de Cryptosporidium

Hospedeiros

Principais Ocasionais
Ungulados, primatas incluindo o homem, cdo,
C. muris Roedores
gato e mamiferos marinhos
Homem, outros ungulados incluindo
C. andersoni Bovinos
ungulados selvagens e roedores
C. parvum Ruminantes e homem Cao, outros ungulados e roedores
C. hominis Primatas incluindo o homem Roedores, ruminantes e mamiferos marinhos
C. canis Cao Homem e bovinos
C. felis Gato Homem e bovinos
C. suis Suinos Homem e bovinos
C. cuniculus Coelho, homem N.A.
C. scrofarum Suinos Homem
C. tyzzeri Roedores Homem
C. ubiquitium Caprinos Homem, roedores e mamiferos selvagens
C. viatorum Homem N.A.
C. meleagridis Perus Outras aves, homem, cao e roedores

Cryptosporidium sp. € um parasita intracelular obrigatorio e tem um ciclo de vida
monoxeno, (Fig. 3). A forma infetante sio os ooquistos esporulados, que contém 4
esporozoitos, resultantes de um processo de maturagao no meio exterior apos a sua
eliminagao nas fezes do homem e de animais. O homem contamina-se através da ingestao de
agua e alimentos contaminados ou eventualmente por inalagao de ooquistos esporulados. Os
esporozoitos sao libertados no intestino e vao parasitar as células epiteliais do trato
gastrointestinal. No interior das células desencadeia-se a reprodugao assexuada, denominada
esquizogonia ou merogonia, responsavel pela formagao de merozoitos que vao invandir
novas células. Paralelamente a este ciclo assexuado, ocorre a reprodugao sexuada,
gametogonia, produzindo os microgametocitos e macrogametocitos. O macrogametdcito
diferencia-se em gameta feminino (macrogimeta) e o microgametécito em gametas
masculinos (microgametas) e ocorre a fecundagao com a formagao do ovo ou zigoto. Apos
este processo desenvolvem-se dois tipos de ooquistos, os ooquistos com parede celular
espessa, que sao libertados nas fezes do hospedeiro, e os ooquistos de parede celular fina,

que permanecem no hospedeiro e sao responsaveis pelas auto-infe¢oes (CDC, 201 5a).
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A dose infecciosa de Cryptosporidium sp. € muito baixa, entre 10 a 30 ooquistos
(Shields et al., 2012). Estudos clinicos indicam que apenas | ooquisto é suficiente para
provocar infegao num individuo (Souza et al., 2010) e um estudo mais recente demonstrou
que a dose £ |0 ooquistos é suficiente para provocar infecio em individuos saudaveis

(Araujo, 2015).
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Figura 3. Ciclo de vida de Cryptosporidium sp. (Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention

(CDCQ) http://www.cdc.gov/parasites/crypto/pathogen.html e de Bouzid et al., 2013).
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A parede celular do ooquisto que é expelido nas fezes confere-lhe resisténcia as
condigoes ambientais e aos danos fisicos e quimicos, conferindo-lhe impermeabilidade a
produtos quimicos de desinfegao, nomeadamente, o cloro utilizado no tratamento da agua
(Souza et al., 2010). Os ooquistos podem ser veiculados pela agua, contaminando os solos e
posteriormente os alimentos (Shields et al., 2012).

Tém sido relatados muitos surtos de origem hidrica de criptosporidiose, em todo o
mundo (Tabela 10) (Renh et al, 2015). O maior surto ocorreu em Milwaukee, nos Estados
Unidos da América, em 1993, em que 403.000 pessoas foram afetadas devido a
contaminagao da agua de abastecimento publico com ooquistos de Cryptosporidium sp.
(Franco, 2007).

A criptosporidiose é uma das doengas de notificacdo obrigatoria, em alguns paises,
como ¢é o caso da Suécia, onde, tém sido reportados anualmente uma média de 45 casos de

surtos de criptosporidiose, adquiridos em ambiente doméstico (Rehn et al,, 2015).

Tabela 10. Exemplos de surtos de origem hidrica provocados por Cryptosporidium (Franco, 2007).

Pais/zona Ano Pessoas afetadas Origem
EUA (Texas) 1984 79 pessoas Agua do pogo
EUA (Georgia) 1987 I3 000 pessoas Agua tratada e nio tratada
EUA (Oregon) 1993 I5 000 pessoas Agua em processo de
tratamento
EUA (Milwaukee e Winconsin) 1993 403 000 pessoas Agua tratada, gelo
Japao (Saitama) 1996 8 705 pessoas Agua tratada e nio tratada

A criptosporidiose € uma doenga diarreica a nivel mundial (Pérez-Corddn et dl,
2016) que pode provocar, para além de diarreia aquosa, nauseas, dores de estomago,
desidratagao, vomitos, perda de peso e febre (Reh et al, 2015). Normalmente, estes
sintomas aparecem cerca de 2 a 10 dias apos a infecao dos hospedeiros. Podem durar cerca
de | a 2 semanas, contudo, existem casos em que a infecao é resolvida em alguns dias e
outros em que os sintomas prevalecem durante quatro ou mais semanas. Recentemente, foi

relatado a presenca de sintomas gastrointestinais durante trés anos (Rehn et al., 2015).
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O risco de desenvolver doenga cronica e grave depende do estado de salde do
individuo (CDC, 2015b). Os individuos como sistema imunitario debilitado desenvolvem
criptosporidiose grave e cronica, podendo levar a morte. Individuos com Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), doengas hereditarias que afetam o sistema imunitario,
cancro ou que tomem medicamentos imunossupressores (por exemplo em caso de
transplante) sao considerados grupos de risco para a criptosporidiose (CDC, 2015b).

A criptosporidiose ocorre em todo o mundo, afetando todos os grupos etdrios, mas
as criangas sao frequentemente mais afetadas e com consequéncias muito graves para a sua

saude (Rehn et al, 2015).

Considerando o impacto na saude publica da giardiase e criptosporidiose, que os
agentes etiologicos destas doengas sao maioritariamente veiculadas por agua e alimentos e
que nao existem trabalhos descritos sobre Giardia e Cryptosporidium em alimentos em
Portugal, propoe-se no presente trabalho pesquisar a presenca destes parasitas em saladas

pré-embaladas de forma a avaliar o risco associado ao consumo deste tipo de alimentos.
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2. Objetivos

Este estudo teve como objetivo detetar e caracterizar os protozoarios Giardia lamblia

e Cryptosporidium sp. em saladas pré-embaladas e prontas para consumo de forma a avaliar o

risco para a saude publica associado ao consumo deste produto alimentar.

Tendo em vista o objetivo principal, um plano de trabalho foi elaborado com os

seguintes objetivos:

Detecao de G. lamblia em saladas pré-embaladas por técnicas de biologia molecular,
gPCR e nested-PCR;

Detecao de Cryptosporidium sp. em saladas pré-embaladas por técnicas de biologia
molecular, qPCR e nested-PCR;

Determinagao da sensibilidade das técnicas de qPCR e nested-PCR;

Caracterizagao das espécies/genotipos de G. lamblia por sequenciagao do ADN;

Caracterizagao das espécies/genotipos de Cryptosporidium por sequenciagao do ADN.
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3.1. Caracterizacdo e processamento das amostras

As amostras de saladas foram adquiridas durante o periodo de junho a setembro de

2015 em hipermercados de duas grandes cadeias, situados na cidade de Coimbra. As saladas

selecionadas foram as pré-embaladas, prontas para consumo, de trés marcas diferentes e de

vegetais variados (alface verde, roxa e frisada, rucula, canonigos, agriao, radicchio) (Tabela

[1). As saladas foram obtidas, pelo menos duas vezes em cada més das colheitas,

totalizando-se vinte e quatro amostras.

Tabela | I. Identificacdao e caracteristicas das amostras de saladas.

Data de Amostra Lote Data de Composicao

aquisicao (codigo) validade

Aal 52611 29/06/2015 Alface frisada
26/06/2015 Val L-5525 28/06/2015 Alface verde e roxa

Fal C-1-2G:43 29/06/2015 Escarola frisada, escarola lisa,

radicchio

Fml C-1-3C:55 04/07/2015 Alface roxababy, canénigos, ricula e
30/06/2015 agriae

Vml L-5526 05/07/2015 Alface verde, alface roxa e ricula

selvagem

Aml Cl1-2G:07 21/07/2015 Escarola lisa, escarola frisada, radicchio

Asl Cl1-2G:40 16/07/2015 Rebentos de alface, rebentos de alface
14/07/2015 vermelha e ricula

FGI CI-2N:17 18/07/2015 Escarola frisada, radicchio, ricula

VGI L-5328 16/07/2015 Escarola, radicchio, canénigos

Aa2 52952 24/07/2015 Alface frisada
22/07/2015 AGI Cl-1B:11 26/07/2015 Escarola frisada, radicchio, canénigos

Fa2 CIl-1F:53 26/07/2015 Escarola frisada, radicchio, escarola lisa

Vm2 L-5529 26/07/2015 Alface verde, alface roxa e ricula

Va2 L-5631 10/08/2015 Alface verde e alface roxa

Fm2 Cl1-3B:34 10/08/2015 Alface roxa baby, canénigos, ricula e
05/08/2015 agrido

Am?2 Cl-1H:36 10/08/2015 Escarola lisa, escarola frisada, radicchio
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VG2 L-5237 16/09/2015 Escarola, radicchio, canénigos
FG2 Cl-1E:46 18/09/2015 Escarola frisada, radicchio, rucula e
canénigos
15/09/2015
AS2 Cl1-4J:08 17/09/2015 Rebentos de alface, rebentos de alface
vermelha e rucula
AG2 Cl1-2C:20 19/09/2016 Escarola frisada, radicchio, canénigos
Vpl L-5338 25/09/2015 Canbdnigos, alface roxa, escarola e
cebolinho
24/09/2015
Fant.| 02162119 26/09/2015 Alface roxa, canonigos, rucula, agriao
C.04
Vp2 L- 5139 29/09/2015 Canonigos, alface roxa, escarola e
cebolinho
28/09/2015
Fant.2 02166674 29/09/2015 Alface roxa, canonigos, rucula, agriao
C:09

O processamento das amostras foi realizado imediatamente apds a compra das
saladas, em condigoes de assepsia. Uma porg¢ao de cada salada (25 gramas) foi colocada em
um saco de plastico stomacher (vidrolab2) ao qual se adicionou 200 ml de solugao salina
estéril (0,85% NaCl). A mistura foi agitada na incubadora vertical (Model G25, New
Brunswick Scientific Co. Inc.) durante 15 minutos a 120 rpm. Apos agitagao, o contelddo do
saco foi filtrado através de duas camadas de gaze em coadores estéreise o liquido foi
transferido para quatro tubos coénicos de 50 ml (falcon). O volume do filtrado foi ajustado
com solugéo salina e centrifugou-se a 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C (centrifuga Sigma
3-18K). O sobrenadante foi rejeitado e a centrifugagao foi repetida apos ressuspensao do
sedimento em salino. Posteriormente, os sedimentos dos quatro tubos foramtransferidos
para um tubo de microcentrifuga (1,5 ml) e centrifugados a 10,000 x g durante |0 minutos.
No final, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 500 pL de solugao

salina e armazenados a 4°C até a extragao do ADN total (Dixon et al., 2012).

3.2. Extracao de ADN

O ADN total foi extraido do sedimento da amostra utilizando-se o kit comercial
QIAamp DNA Stool mini kit (Qiagen) (Fig. 4). Ao sedimento adicionou-se 0,2 g de pérolas de
vidro (0,5 mm; BioSpec Products, Inc.); 1,4 ml do tampao ASL e 170 pL de uma solugao de

polivinilpirrolidona (10%). A mistura foi agitada no vortex por 3 minutos e incubada a 95°C
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durante | hora. Apds a incubagao, as amostras foram agitadas durante |5 segundos e em
seguida centrifugadas a 13.000 rpm durante 20 segundos.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga, submetido a
nova centrifugagao a 13.000 rpm durante 3 minutos. Em um novo tubo de microcentrifuga
foi adicionado, na seguinte ordem, |5 pL de solugio de proteinase K, 200 pL do
sobrenadante e 200 puL do tampao AL. Homogeneizou-se o microtubo no vortex durante 15
segundos e incubou-se a 70°C durante |0minutos. Posteriormente, 350 pL de etanol
absoluto foi adicionado ao lisado, homogeneizou-se no vortex e centrifugou-se rapidamente
para remover as gotas retidas na tampa.

O lisado foi transferido para uma coluna QIAamp spin collum, previamente introduzida
num tubo coletor e centrifugado a 14.000 rpm por um minuto. O tubo coletor contendo o
filtrado foi descartado e a coluna foi colocada em um novo tubo coletor. Adicionou-se a
coluna500pL do tampao AWI e centrifugou-se a 14.000 rpm durante | minuto. Novamente
foi efetuada a troca da coluna para novo tubo coletor, adicionou-se 500 pL do tampao AW2

e centrifugou-se a 14.000 rpm durante 3 minutos.

Amostra

Lise celular

Ligagdo do ADN a coluna

Lavagem (Tampdo AW1)

D -3 Gt 9 e — <= —

Lavagem (Tampdo AW2)

Eluigdio do ADN

ADN purificado

<id) -9 @ﬂ% 9

Figura 4. Esquema geral do procedimentos de extragao de ADN (Adaptado de Handbook: Quiagen, 2010).
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Finalmente, a coluna foi transferida para um tubo de microcentrifuga e foi adicionado
200 pL do tampao AE diretamente sobre a membrana. A coluna foi incubada a temperatura
ambiente por um minuto e subsequentemente centrifugada a 14.000 rpm por um minuto
para a eluigado do ADN. A coluna foi descartada e o ADN purificado foi armazenado a -

20°C.

3.3. PCR quantitativo em tempo real

3.3.1. Giardia lamblia

O ADN extraido foi analisado pelo PCR quantitativo em tempo real (qPCR)
utilizando os genes glutamato desidrogenase (gdh) e quadro de leitura aberta C4 (orfC4),
como descrito previamente (Almeida et al., 2010). A utilizagdo de oligonucleotideos
especificos dos genodtipos A e B permite detectar e genotipar os isolados de G. lamblia.

A amplificagao do fragmento de 180pb do gene gdh, especifico do gendtipo A, foi
realizada com os oligonucleotideos gdhA_F e gdhA_R e apresenta um meltingpeak de 83°C
(Tabela 12). A amplificagao do fragmento de |133pb do gene gdh, especifico do gendtipo B,
foi realizada com os oligonucleotideos gdhB_F e gdhB_R e apresenta um meltingpeak de

83°C (Tabela 12).

Tabela 12. Oligonucletideos sintéticos utilizados na reagao de PCR quantitativo em tempo real
(qPCR) para amplificacao de fragmentos dos genes gdh e orfC4 de G. lamblia e do gene [8S rDNA de
Cryptosporidium sp.

Genes  Oligonucleotideos Sequéncias (5-37) Frag(mbentos N::::g Referéncias
P (°C)
gdhA_F CCGGCAACGTTGCCCAGTTT
gdhA_R ACTTGTCCTTGAACTCGGA 180 s
gdh gdhB_F CGTATTGGCGTCGGCGGT
gdhB_R TGTGGCCTCTGGTCTGATAG 133 8 Almeida et al.,
orfC4A_F CTGTAGACAGGGCCCAGGCC 2010
orfC4A_R ATGATGTCCCCTGCCCTTAAT 103 8
orfc4 orfC4B_F ACTGTCCATTTCTATCTGAG
orfC4B_R GGATTCCATTGGCCTCCACCT 7! 7
18S Crypto F AGTGACAAGAAATAACAATACAGG Lalonde e
rDNA Crypto R CCTGCTTTAAGCACTCTAATTTTC 33 82 Gajadhar, 201 |
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Em relagao ao gene orfC4, utilizaram-se os oligonucleotideos orfC4A_F e orfC4A na
amplificagdo do fragmento especifico do genétipo A (103pb; melting peak de 85°C) e os
oligonucleotideos orfC4B_F e orfC4B_R na amplificacado do fragmento especifico do
genotipo B (171pb; melting peak de 79°C) (Tabela 12).

As reagoes de amplificagao foram realizadas para um volume final de 25 pl, contendo
12,5 pL de SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad Laboratories), | pL de cada oligonucleotideo
(10 pM), 1 pL do ADN extraido e 9,5 pL de agua estéril (Tabela 13). O qPCR foi realizado
no termociclador CFX96 Real-Time System CI1000 (Bio-Rad Laboratories) e os resultados
foram analisados através do programa Bio-Rad CFX Manager (Bio-Rad Laboratories). As
reagoes de amplificagao foram realizadas nas seguintes condi¢oes: desnaturagao inicial a 98°C
por 2 min, seguidos de 40 ciclos de amplificagao a 59°C durante 5 segundos. Para obtencao
da curva de melting, no final de cada reagao houve um incremento da temperatura de 5°C a
cada 5 segundos até alcangar os 95°C, adquirindo-se um sinal de fluorescéncia em cada
aumento de temperatura.

As reacgoes foram realizadas em duplicado e foram incluidos controlos em conjunto
com as amostras em estudo: controlos positivos (genotipo A: WBC6; genodtipo B: Ad-28, INI
10 e INI 27), negativos (agua) e controlos internos (ADN de salada com ADN de G. lamblia
WBC6 e G. lamblia Ad-28, INI 10 e INI 27). A estirpe de referéncia WBC6 foi adquirida a
American Type Cultur Collection (Rockville, MD), o ADN do clone Ad-28 foi cedido pelo
Dr. Peter Ey do Departamento de Microbiologia e Imunologia da Universidade de Adelaide,
Australia, e o ADN dos isolados INI 10 e INI 27 foram cedidos por INI/FIOCRUZ, Rio de

Janeiro, Brasil (Faria et al., 2016).

Tabela 13. Composigao da solugio utilizada na reagao de PCR quantitativo em tempo real (qQPCR)
na detegdo de G. lamblia e Cryptosporidium sp.

Volume (ul)
Reagentes
G. lamblia Cryptosporidiumsp.

ADN (amostra) I 2
EvaGreenSupermix 12,5 12,5
Oligonucleotideo senso (10 pM) I I
Oligonucleotideoantisenso (10 pM) I I

Agua MiliQ estéril 9,5 8,5

Volume final 25 25
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3.3.2. Cryptosporidium sp.

O ADN extraido foi analisado pelo qPCR utilizando o gene 185 rDNA, como
descrito previamente (Lalonde e Gajadhar, 2010). A amplificagao do fragmento de 315pb do
gene |8S rDNA foi realizada com os oligonucleotideos Crypto F e CryptoR e apresenta um
melting peak de 82°C (Tabela 12).

As reagoes de amplificagao foram realizadas para um volume final de 25 pl, contendo
12,5 pL de SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad Laboratories), | pL de cada oligonucleotideo
(10 yM), 2 pL do ADN extraido e 8,5 pL de agua estéril (Tabela 13). 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). As
reacoes de amplificagao foram realizadas nas seguintes condigoes: desnaturagao inicial a 95°C
por 3 min, seguidos de 40 ciclos de amplificacao a 55°C durante 30 segundos. Para obtencao
da curva de melting, no final de cada reagao houve um incremento da temperatura de 5°C a
cada 5 segundos até alcangar os 95°C, adquirindo-se um sinal de fluorescéncia em cada
aumento de temperatura.

As reacgoes de amplificagao foram realizadas em duplicado e foram incluidos
controlos em conjunto com as amostras em estudo: controlos positivos (ADN de
Cryptosporidium sp.), negativos (agua) e controlos internos (ADN de salada com ADN de
Cryptosporidium sp.). O ADN de Cryptosporidium de referéncia (INI Crypto) foi extraido de

uma amostra de ooquistos enviada pela INI/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil.

3.4. Nested-PCR

3.4.1. Giardia lamblia

O ADN extraido foi também analisado por nested-PCR utilizando-se
oligonucleotidos especificos do gene da subunidade menor do ARN ribossomal (ssu rRNA)
de G. lamblia. A primeira reacgao de amplificagio foi realizada com o par de
oligonucleotideos Gia2029 e Gia2150c e a segunda reacgao com os oligonucleotideos RH1 |
e RH4 (Tabela 14), previamente descritos por Appelbee et al. (2003) e Hopkins et al. (1997).

A primeira reagao produziu um fragmento com 497pb e a segunda um fragmento de 292pb.
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Tabela 14. Oligonucleotideos sintéticos utilizados no nested-PCR para amplificacao de fragmentos
do gene ssu rRNA de Giardia lamblia e do gene ssu rRNA de Cryptosporidium sp.

Genes Oligonucleotideos Sequéncia (5°-3) Fragmentos (pb) Reférencias
Gia2029 AAGTGTGGTGCAGACGGACTC Appelbee et
497
Gia2150c CTGCTGCCGTCCTTGGATGT al.,, 2003
ssu rRNA
RHI I CATCCGGTCGATCCTGCC Hopkins et l.
292
RH4 AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG 1997
Crypto|8SFI TTCTAGAGCTAATACATGCG
1325
Crypto|8SRI CCCTAATCCTTCGAAACAGGA Xiao et dl.,
ssu rRNA
Crypto|8SF2 GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 1999
825
Crypto |8SR2 AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA

As duas reagoes de amplificacao (1* e 2° reagao) foram realizadas para um volume
final de 25 pL, contendo 12,5 pL de Kapa Read Mix (Kapa Biosystems), 1,25 yL de cada
oligonucleotideo (10 pM), 1,25 pL de dimetilsulféxido (DMSO), 0,5 pL de cloreto de
magnésio (MgCl,), 5 pL do ADN extraido (I* reagao) ou | pL do produto amplificado na
primeira reacao de nested-PCR (2 reagao) e agua estéril MiliQ de modo a perfazer o
volume final (Tabela 15). As amplificagoes foram realizadas em um termociclador (Biometra
Tpersonal). Para a reagao de amplificagao primaria usou-se um ciclo de desnaturagao inicial
de 96°C durante 4 minutos; 35 ciclos de amplificagdo a 96°C durante 45 segundos, 55°C
durante 30 segundos e 72°C durante 45segundos; seguidos de um ciclo final de 4 minutos a
72°C. Na segunda reagao de amplificagao utilizaram-se as mesmas condigoes de amplificagao
mas a temperatura de anelamento foi de 59°C.

As reacgoes de amplificagao foram realizadas em duplicado e foram incluidos
controlos em conjunto com as amostras em estudo: controlos positivos (ADN de G. lamblia
WBCS6), negativos (agua) e controlos internos (ADN de salada com ADN de G. lamblia
WBC6).
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Tabela 15. Composicao da solugao utilizada na reac¢io de nested-PCR para G. lamblia e
Cryptosporidium sp.

Quantidades (pl)

Reagentes Giardia lamblia Cryptosporidium sp.
1* Reagdo 2* Reacdo 1® Reagdo 2* Reacdo

ADN (amostra) 5 I 5 I
Kapa Ready Mix 12,5 12,5 10 10
Oligonucleotideo senso (10 pM) 1,25 1,25 I I
Oligonucleotideoantisenso (10 pM) 1,25 1,25 I I
DMSO 1,25 1,25 - -
MgCl, 0.5 0,5 - ;
BSA - - 3 3
Agua 3,25 7,25 - 4
Volume final 25 25 20 20

3.4.2. Cryptosporidium sp.

O ADN extraido foi também analisado por nested-PCR utilizando-se
oligonucledtidos para o gene da subunidade menor I8S do RNA ribossomal (ssu rRNA). A
primeira reac¢ao de amplificagao foi realizada com o par de oligonucleotideos Crypto |8SFI
e Crypto I8SRI e a segunda reaccao com os oligonucleotideos Crypto |8SF2 e Crypto
I8SR2 (Tabela 14), previamente descritos por Xiao et al. (1999). A primeira reagao produziu
um fragmento de 1325pb e a segunda um fragmento de 825pb.

As duas reagoes de amplificagao (1* e 2° reagao) foram realizadas para um volume
final de 20 pL, contendo |0 pL de Kapa ReadMix (Kapa Biosystems), | pL de cada
oligonucleotideo (10 pM), 3uLde albumina de soro bovino (BSA), 5 uyL do ADN extraido (I*
reacao) ou | pL do produto amplificado na primeira reagao de PCR (2* reagao) e agua
estéril MiliQ de modo a perfazer o volume final (Tabela 15). As amplificagoes foram
realizadas num termociclador (Biometra Tpersonal). Para a reacao de amplificagao primaria
usou-se um ciclo de desnaturagio inicial de 94°C durante 3 minutos; 35 ciclos de
amplificagdo a 94°C durante 45 segundos, 59°C durante 45 segundos e 72°C durante 60

segundos; seguidos de um ciclo final de 7 minutos a 72°C.
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Na segunda reagdo de amplificagao usou-se um ciclo de desnaturagao inicial de 94°C
durante 3 minutos; 40 ciclos de amplificagdo a 94°C durante 30 segundos, 58°C durante 90
segundos e 72°C durante | minuto; seguidos de um ciclo final de 7 minutos a 72°C.

As reac¢oes de amplificagdo foram realizadas em duplicado e foram incluidos
controlos em conjunto com as amostras em estudo: controlos positivos (ADN de
Cryptosporidium sp.), negativos (agua) e controlos internos (ADN de salada com ADN de

Cryptosporidium sp.).

3.5. Sequenciacao

Os produtos de amplificagao resultantes da segunda reacio de nested-PCR e do
gPCR foram purificados utilizando o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen), segundo as
instrugoes do fabricante. Subsequentemente, o ADN purificado foi quantificado (ND 1000,
Nanodrop) e as cadeias de ADN foram sequenciadas em ambos os sentidos pelo método
dos terminadores de cadeia automatizado (Sanger et al, 1977), utilizando o kit ABI Prism Big
Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems) e o sequenciador automatico ABI Prism
3730 xL (Applied Biosystem:s).

As sequéncias nucleotidicas obtidas (senso e antisenso) de cada amostra foram

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

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

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

finais com as sequéncias de Giardia sp. e Cryptosporidium sp. disponiveis no GenBank.

3.6. Determinacio do Ilimite de deteciode Giardia Ilamblia e

Cryptosporidium sp. no qPCR e nested-PCR

A sensibilidade das técnicas de qPCR e nested-PCR foi determinada recorrendo-se

ao ADN gendémico de um controlo positivo de G. lamblia e de Cryptosporidium sp.

3.6.1. Giardia lamblia

O ADN genémico de G. lamblia foi extraido a partir de uma cultura em fase

exponencial tardia de trofozoitos (WBC6) utilizando-se o kit Prep-A-Gene DNA purification
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(Biorad) (Sousa, 2002). Procedeu-se a quantifcagaio do ADN da amostra (ND 1000,
Nanodrop) e de seguida efetuaram-se varias diluiges (1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000,
[:100.000, 1:1.000.000 e 1:10.000.000) de forma a obter uma gama crescente de
concentragoes de ADN. A reagao de nested-PCR foi realizada como descrita anteriormente.

O limite de detegao da reagao qPCR para G. lamblia foi anteriormente descrito

(Almeida et al., 2010) e corresponde ao ADN de um trofozoito do parasita.

3.6.2. Cryptosporidium sp.

Uma amostra de ooquistos de Cryptosporidium sp. (INl Crypto, Anexo 1) (10°
ooquistos) foi sujeita a diluicdes de 1:10 (10* ooquistos), 1:100 (10° ooquistos), 1:1.000 (10?
ooquistos), 1:10.000 (10 ooquistos) e 1:1.00.000 (I ooquisto) e efetuou-se a extracao do
ADN destas amostras diluidas conforme descrito anteriormente para as saladas.
Posteriormente, realizaram-se as reagoes de qPCR e nested-PCR, conforme descrito

anteriormente para Cryptosporidium.

3.7. Visualizacdao dos fragmentos de ADN amplificados

A observacao dos fragmentos de ADN amplificados no qPCR e nested-PCR foi
realizada através da electroforese em gel de agarose. Assim, |5 pL dos produtos
amplificados foram misturados com 3 pL de uma solugao aquosa de azul de bromofenol e
foram aplicados nos pocos do gel de agarose (Nzytech) a 2% tampao Tris base acido borico
e EDTA (TBE) (p/v) com brometo de etidio (0,5 pg/mL) (Plus One, Pharmacia Biotech). Para
comprovagao do tamanho dos fragmentos amplificados, foi utilizado um padrao de ADN
apropriado (NzyDNA Ladder VI, Nzytech) na electroforese. As migragoes electroforéticas
foram realizadas a 100 V durante 90 minutos, em tampao de corrida TBE IX. O gel foi
visualizado e fotografado (Uvitec, Uvisave) sobre luz ultravioleta, num transiluminador

adequado (Vilbert Lourmat).
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4. Resultados

As amostras de saladas pré-embaladas foram inicialmente sujeitas a uma extragao e
purificacao de ADN e posteriormente procedeu-se a detecao de G. lamblia e Cryptosporidium

sp. através de dois métodos moleculares, o qPCR e o nested-PCR, previamente descritos.

4.1. Detecao de Giardia lamblia por qPCR e nested-PCR

O gPCR utilizado para G. lambia é especifico dos genotipos A e B que infectam o
homem e uma grande variedade de animais permitindo fazer simultaneamente a detegao e a
genotipagem dos isolados (Almeida et al., 2010).

Fragmentos de ADN dos genes gdh (melting peak de 83°C) e orfC4 (melting peak de
85°C) foram amplificados na presenca do genétipo A (WBC6) (Fig. 5).

Fragmentos com melting peak de 83°C do gene gdh e 79°C do gene orfC4 sio
amplificados na presenga do genotipo B (Ad-28; INI 10 e INI 27) (Fig. 6).

A)
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1000 4--i-

Temperatura (°C)

Figura 5. Curvas de amplificagao (A) e curvas de melting (B) do qPCR dos genes gdh (2) e orfC4 (b) do
genotipo A (WBC6) de Giardia lamblia.
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Figura 6. Curvas de amplificagdo (A) e curvas de melting (B) do qPCR dos genes gdh (a, b, ¢, d) e orfC4 (e, f)
do gendtipo B de Giardia lamblia: a) Ad-28, diluicao 1:10; b) Ad-28, diluicao 1:100; c) INI 27; d) INI 10; e) INI
27; f) INI 10.

Nas reagoes de qPCR foi detectada amplificacao de ADN do gene gdh de G. lamblia
genotipo A na amostra de salada Fm2 (Fig. 7; Tabela 16). As curvas de amplificagao e de

melting apresentadas na figura 7 sao exemplificativos de algumas amostras estudadas.
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RFU (1043)

B)

-d(RFU)/AT

Temperatura (°C)

Figura 7. Curvas de amplificagao (A) e curvas de melting (B) do qPCR do gene gdh do gendtipo A de Giardia

lamblia nas amostras de saladas: a) Controlo positivo (WBC6); b) amostra Fm2; c) amostras Va2, Am2, VG2,
FG2, AS2, AG2.

O nested-PCR descrito por Appelbee et al. (2003) e Hopkins et al. (1997) amplificou

fragmentos de 292 pb do gene ssu rRNA nas amostras controlos de G. lamblia (C+, positivo; e
Ci, interno) (Fig. 8).

Das 24 amostras de saladas testadas, obteve-se amplificagio de ADN de Giardia
lamblia em uma amostra (Fm2) (4,16%) (Fig. 8).
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1200 pb

500 pb

292 pb

200 pb

Figura 8. Separagio electroforética em gel de agarose 2% e coloragdo com brometo de etidio dos produtos
do nested-PCR do gene ssu rRNA de G. lamblia. Os fragmentos 292pb foram amplificados pelos oligonucleotidos
Gia2029, Gia2150c, RHI1 e RH4. M: marcador de massa molecular NzyDNA Ladder VI (Nzytech); C(+):
controlo positivo; Ci: controlo interno; Ym2: amostra de salada; Fm2: amostra de salada; C(-): controlo

negativo.
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Tabela 16. Detecao de Giardia lamblia nas saladas por gqPCR e nested-PCR.

Data de A qPCR Nested-
mostra
aquisicio gdh orfC4 PCR
(codigo)
(saladas) genoétipo A genétipo B genétipo A genétipo B ssu rRNA

Controlo

(WBC6)

+ - + - +

Controlo
(Ad-28)

Controlo
na. - + - + n.a.

(INI 10)
Controlo
(INI27)

Controlo interno

Aal
26-06-2015 Val - - - - -
Fal

Fml
30-06-2015 - - - - -
Vml

Aml
Asl

14-07-2015 - - - - -
FGI

FGI

Aa2
AGI

22-07-2015 - - - - -
Fa2

Vm2

Va2 - - - - -
05-08-2015 Fm?2 + - - - +
Am?2 - - - - -

VG2
FG2

15-09-2015 - - - - -
AS2

AG2

Vpl
24-09-2015 - - - - -
Fant.|

28-09-2015 - - - - -
Fant.2

*n.a. - ndo aplicavel

45



Capitulo 4

4.2. Detecao de Cryptosporidium por qPCR e nested-PCR
O qPCR utilizado para a detegao de Cryptosporidium sp. foi descrito por Lalonde e

Gajadhar (2011). Fragmentos de ADN dos gene [8S rDNA com melting peak de 82°C foram

amplificados no controlo positivo e em duas amostras de saladas Vm| e Val (Fig. 9).

A)

4000 -y ................ e .............. 4 -" -
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: : L/ :
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-d(RFU)/T
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Figura 9. Curvas de amplificagao (A) e curvas de melting (B) do qPCR do gene /8S rDNA de Cryptosporidium

sp.: a) controlo positivo (INI Crypto); b) amostras Vm| e Val; c) amostras Aal, Fal, Fml.

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

gene ssu rRNA de Cryptosporidium sp. nas amostras controlos (C+, positivo; Ci, interno) (Fig.

10).
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Nas 24 amostras de saladas em estudo, nao se obteve amplificagio em nenhuma
amostra. Os resultados apresentados na figura 10 sao exemplificativos de algumas amostras

estudadas.

M 1 2 3 45 Ci1 Ci2 C(+) C()

1200 pb
825 pb

500 pb

200 pb

Figura 10. Separacao electroforética em gel de agarose 2% e coloragao com brometo de etidio dos produtos
do nested-PCR do gene ssu rRNA de Cryptosporidium sp.. Os fragmentos 825pb foram amplificados pelos
oligonucleotidos Crypto 18SFIl, Crypto I8SRI, Crypto I18SF2 e Crypto I8SR2. M: marcador de massa
molecular NzyDNA Ladder VI (Nzytech); C(+): controlo positivo (INI Crypto); Ci I: controlo interno, ADN
del0* ooquistos e de salada Va2; Ci 2: controlo interno ADN de 10* ooquistos e de salada Fant. |; |: amostra

Va2; 2: amostra Fm2; 3: amostra Fant. |; 4: amostra AG2; 5: amostra Vpl; C(-): controlo negativo.

4.3. ldentificacdo de espécies/genotipos de Giardia e Cryptosporidium por

sequenciacao

Nas amostras onde se obteve amplificagao pelo qPCR e/ou nested-PCR, procedeu-se
a purificagao e sequenciagao dos produtos resultantes da reagao.

Em relagao a Giardia, s6 se observou amplificagdo em uma amostra (Fm2) no nested-
PCR do gene ssu rRNA.

O alinhamento das sequéncias (senso e anti-senso) do fragmento 292pb mostrou

homologia (100 %) com G. lamblia do gendtipo A (Portland-1, M54878) (Fig. |1).
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Max Tol Quey E

|dent Accession
score score cover value

Description

| Glanbisnal b osoma (16 R G050 100% %158 100% MTLY

Score Expect Identities Gaps Strand
540 bits(292) 9e-158 292/292(100%) 0/292(0%) Plus/Plus

Fm2 1 CATCCGGTCGATCCTGCCGGAGCGCGACGCTCTCCCCARGGACGARGCCATGCATGCCCG 60
FECEELELEEEEEE e et bbb e e e e e e el
Portland-1 1 CATCCGGTCGATCCTGCCGGAGCGCGACGCTICTCCCCARGGACGAAGCCATGCATGCCCG 60

Fm2 61  CICACCCGGGACGCGGCGGACGGCTCAGGACAACGGITGCACCCCCCGCGGCGGICCCIG 120
FELRERELEEREE e e bbb e e e e e e el
Portland-l 61  CTCACCCGGGACGCGGCGGACGGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGRICCCIG 120

Fm2 121 CTAGCCGGACACCGCTGGCAACCCGGCGCCARGACGTGCGCGCARGGGCGGGCGCCCCCE 180
IllIIHIIIIIIIIII!IlIllIIIIIIIIIIlIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIIIII
Portland-1 121 CTAGCCGGACACCGCTGGCAACCCGGCGCCARGACGTGCGCGCARGGGCGRECEL! 180

Fm2 181 GGCGAGCAGCGIGACGCAGCGACGGCCCGCCCGGECTTCCGGGGCATCACCCGEICEECG 240
PECLEREEREEEEEee e e e e e e e el
Portland-1 181 GGCGAGCAGCGIGACGCAGCGACGECCCGCCCGGECTTCCGGGGCATCACCCGRICGECG 240

Fm2 241 CGGICGCGGCGCGCCGAGGGCCCGACGCCTGGCGGAGARTCAGGGTICGACT 292
FECREREEEEEEER R e e e e e e et
Portland-1 241 CGGICGCGGCGCGCCGAGGGCCCGACGCCTGGCGGAGARTCAGGGTICGACT 292

Figura 11. Alinhamento multiplo de fragmentos de sequéncias do gene ssu rRNA de G. lamblia da estirpe
referéncia Portland-1 (M54878) e da amostra Fm2. O programa BLAST foi utilizado para comparar as

sequéncias nucleotidicas disponiveis no GenBank.

Em relagao ao Cryptosporidium, observou-se no qPCR a amplificagao do gene [8S
rDNA em duas amostras (Vm| e Val) de saladas.

Contudo, o alinhamento das sequéncias (senso e anti-senso) do fragmento 315 pb
mostrou 95% homologia da amostra Vm| com o fungo Cryptococcus peneaus (Fig. 12) e de

97-99% de homologia da amostra Val com o fungo Dioszegia antarctica (Fig. |3).
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Description Max ) Toua Ouery | UE 31 Moo | Accession
score score cover value
O Cruptococtus peneaus sirain No42HA-2 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 319 319 100% fe-101 95% KR3B3331
[ Tremetaletoni isoate AM31 188 ridosomal RNA gene, partal sequence 379 379 100% 1e-101 95% JNO435311
[0 Iremetalobariacearum isolate AMBD 1S ribosomal RNA gene. partal sequence 319 319 100% 1e-101 95% JN435281
O Cripococcus camescens isolate CB5 183 smal subunt ribosomal RNA gene partial sequence 319 319 100% fe-101 95% DQ43%6181
O Crptococeus peneaus gens for 18S RNA partial sequence sirain CBS 2409 319 3719 100% f1e-101 95% ABQSTAR1
[ Cruptocozeus sp AspoysE 188 rbosomal RNA gene, padial sequence 375 375 100% 2e-100 95% AY2341751
[J Criptococcus sp Asad 113 rbosomal RNA gene parial sequence 374 374 100% 6e-100 95% K869 1
[0 Cryptococeus sp Anag 2 13S ribosomal RNA gene, partial sequence 374 374 100% 6e-100 95% KM% 1
0] Dioszeqia butiracea sirain CBS10122 158 ribosomal RNA gene partial sequence 4314 100% 6e-100 95% KFO6E51
[ Uncutured Basidiomyeota clone B1 7 1E 116 smal subunt ribosomal RNA gene parial sequence 314 374 100% 6e-100 95% Josarsidt
Score Expect Identities Gaps Strand
379 bits(205) le-101 229/241(95%) 0/241(0%) Plus/Plus
Vml 1 AGGAACAACTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAGTAGCG 60
BEREL LU EEERL A EUEE L e EREELET R B B
C peneaus 466 AGGAACAARCTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAGTAGCG 525
VYml 6l TATATTARAGTTGTTGCAGTTARAAAGCTCGTAGTCARACTTCGGGTCGGGCGGGATGGT 120
LELELLENERE CLEET CRREIE E ECH EEEERED  LEELEL EUE 1 A0 RG]
C peneaus 526 TATATTARAGTTGTTGCAGTTARAACGCTCGTAGTCGAACTTCGGGCCTGGCGGGATGGT 585
Vml 121 CCGCCTTACGGTGTGTACTGTCTTGCTGGACCTTACCTCTTGGTGAGACCTTATGCTCTT 180
BEEEL EEEERED CEEED EERELELEL . B CUEEEEL BEEEL EL ERER] B A BLE B
C penequs 586 CCGCCTTACGGTGTGTACTGTCTTGCCGGGCCTTACCTCTTGGTGAGACCTCATGCCCTT 645
Vml 181 TACTGGGTGTGGGGTGGAACCAGGAATTTTACCTTGAAAARATTAAAGTGCTTAAAGCAG 240
8 60 0 0 O o J O o A A O i o
C penequs 646 TACTGGGTGTGGGGTGGAACCAGGAATTTTACCTTGAGAARATTAGAGTGTTCAAAGCAG 705
Vml 241 G 241
|
C peneaus 706 G 706

Figura 12. Alinhamento multiplo de fragmentos de sequéncias do gene 18 S rDNA da amostra de salada Vm|.

O programa BLAST foi utilizado para comparar as sequéncias nucleotidicas disponiveis no GenBank.
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Max Total Query E

Description Ident
score score cover value
[0 Dioszeqia an‘arctica strain CBS10920 183 nbosomal RNA gene partial sequence 448 448 100% d4e-122 99%
[0 Dioszeqia fristingens’s strain AS 2 3763 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: intemal transcribed spacer 1 and 58S ribosomal RNA gene, completes 442 442 100% 2e-120 98%
[ Dioszeqia butyracea strain CBS10122 18S ribosomal RNA gene, parial sequence 436 436 100% 8e-119 98%
[0 Uncuttured Agaricomyeotina clone DO310 37 M small subunit ribosomal RNA gene partial sequence 436 436 100% 8e-119 98%
[0 Uncuttured Agaricomycotina clone D0810 03 M small subunit ribosomal RNA gene partial secuence 436 436 100% 8e-119 98%
[ Dioszeqia buhagiari strain AS 2 3748 188 ribosomal RNA gene. partial sequence 436 436 100% 8e-119 98%
[ Dioszeqia hungarica gene for 185 RNA partial sequence 436 436 100% 8e-119 98%
[0 Dioszeqia changhaiensis 18S ribosomal RNA gene,intemal transerived spacer 1, 5 85 ribosomal RNA ene and infermal transcribed spacer 2, complete sear 431 431 100% de-117 98%
431 431 100% de-117 98%
[ Dioszeqia crocea cene for 18S ribosomal RNA 431 431 100% de-117 98%
Score Expect Identities Gaps Strand
433 bits(234) le-117 240/243(99%) 0/243(0%) Plus/Plus
Val 1 CGAGGRACAACTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAGTAG
) Pererrrrrrreerr e e e e e e et e e e e et re bt
D. antarctica 468 CGAGGAACAACTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAGTAG
Val 6l CGTATATTARAGTTGTTGCAGTTARARAGCTCGTAGTCGAACTTCGGGTCTGGCGGGATG
I O o O O A O I I OO O 0 O I 0
D. antarctica 528 CGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAARAGCTCGTAGTCGAACCTCGGGTCTGGCGGGATG
Val 121 GTCCGCCTTACGGTGTGTACTGTCTTGCCGGATCTTACCTCTTGGTGARAGCCTTATGTCC
| LAELE) BRGED ERELEL] ELEUEL ELEENECCED EELRRERREUET LELEGGEELED EUEE)
D. antarctica 588 GTCCGCCTTACGGTGTGTACTGTCTTGCCGGATCTTACCTCTTGGTGAAGCCTTATGTCC
Val 181 TTTACTGGGTGTAGGGTCGAACCAGGAATTTTACTTTGAGAARAATTAGAGTGCTTARAAGC
. Frererrrerrreerrerreerreerrerrrerrerrrerrrerre e e rorren
D. antarctica 648 TTTACTGGGTGTAGGGTCGAACCAGGAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTCAAAGC
Val 241 AGG 243
111
D. antarctica 708 AGG 710

Accession

KF036667.1
EUS17066.1
KF036669.1
EUBATI4T A
EUB4T119.1
EUS17065.4
AB032%638 1
AY2428171
ABO4G615.1
0316482

60

527
120
587
180
647
240

707

Figura 13. Alinhamento mdltiplo de fragmentos de sequéncias do gene 185 rRNA da amostra Val. O

programa BLAST foi utilizado para comparar as sequéncias nucleotidicas disponiveis no GenBank.
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4.4. Determinacao do limite de detecao de Giardia Iamblia e

Cryptosporidium sp. no qPCR e nested-PCR

4.4.1. Giardia lamblia

Como ja foi referido anteriormente nos materiais € métodos, o limite de detegao de
G. lamblia na técnica de qPCR ¢é de | trofozoito (Almeida et al., 2010).

Para determinar a sensibilidade do nested-PCR do gene ssu rRNA na detegao de G.
lamblia, utilizou-se ADN (305 pg/ml) extraido de culturas de G. lamblia (WBC6). A partir
desta amostra de ADN procederam-se a varias diluigdes (1:10 — 1:100 000 000) e
realizaram-se as reagoes de amplificagao. Verificou-se que houve amplificagio dos
fragmentos de ADN (282pb) de G. lamblia em todas as diluigoes, com excegao da diluigao
1:100.000.000 (Fig. 14). O limite de detegao &, deste modo, de 30,5 pg/ml de ADN de G.

lamblia.

M1 23 45 6 7 8 C()

1200 pb

500 pb

292 pb
200 pb

Figura 14. Separacio electroforética em gel de agarose 2% e coloragdo com brometo de etidio dos produtos
do nested-PCR do gene ssu rRNA de diluicdes de ADN de G. lamblia referéncia (WBC6). M: marcador de massa
molecular NzyDNA Ladder VI (Nzytech); | - diluicao 1:10; 2 - diluigao 1:100; 3 - diluicao 1:1.000; 4 - diluicao
[:10.000; 5 - diluicao 1:100.000; 6 - diluicao 1:1000.000; 7 - diluigdo de 1:10.000.000; 8 - dilui¢do 1:100.000.000;

C(-): controlo negativo.
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4.4.2. Cryptosporidium sp.

De forma a determinar a sensibilidade do qPCRdo genel8S rDNA na detecao de
Cryptosporidium, foram utilizadas amostras de ADN (INI Crypto) extraido a partir de uma
suspensao de ooquistos diluida (1:10; 1:100; 1:10 000; 1:100 000) com nimero decrescente
de ooquistos (Ix10% I1x10% Ix10% 1x10; ).

Verificou-se a amplificagao em todas as amostras (Fig. 15) o que significa que o limite
de detegao da qPCR corresponde a maior diluigao utilizada (1:100 000) ou seja a | ooquisto

do parasita.

500 pb

315 pb

200 pb

Figura 15. Separacao electroforética em gel de agarose 2% e coloragao com brometo de etidio dos produtos
amplificados no qPCR do gene [8S rDNA de Cryptosporidium a partir de diferentes concentragoes de ADN
(nimeros crescente de ooquistos). M: marcador de massa molecular NzyDNA Ladder VI (Nzytech); I: um
ooquisto; 2: 10 ooquistos; 3: 100 ooquistos; 4: 1.000ooquistos; 5: 10.000 ooquistos; 6: 100.000 ooquistos; C(-):

controlo negativo.

No caso da técnica de nested-PCR utilizada na detegao de Cryptosporidium sp.,
verificou-se amplificacdo dos fragmentos de ADN (825pb) nas amostras correspondentes
aos 100.000 ooquistos, 10.000 ooquistos, 1.000 ooquistos e 100 ooquistos (Fig. 16). Nao
houve amplificagio do ADN das diluicoes 1:10.000 (10 ooquistos) e 1:100.000 (I ooquisto)

(Fig.17). Assim, o limitede detecao no nested-PCR foi de 100 ooquistos.
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1200 pb
825 pb
500 pb

200 pb

Figura 16. Separacao electroforética em gel de agarose 2% e coloragao com brometo de etidio dos produtos
amplificados (825pb) no nested-PCR do gene ssu rRNA de Cryptosporidium a partir dediferentes concentragdes
de ADN (diferentes numeros de ooquistos). M: marcador de massa molecular NzyDNA Ladder VI (Nzytech);
I: 100.000 ooquistos; 2: 50.000 ooquistos; 3: 10.000 ooquistos; 4: 5.000 ooquistos; 5: 1000 ooquistos; 6: 500

ooquistos; 7: 100 ooquistos; C(-): controlo negativo.

M 1 2 3 C(

1200 pb
825 pb

500 pb

200 pb

Figura 17. Separacio electroforética em gel de agarose 2% e coloragdo com brometo de etidio dos produtos
amplificados (825pb) no nested-PCR do gene ssu rRNA de Cryptosporidium a partir dediferentes concentragoes
de ADN (diferentes niumeros de ooquistos). M: marcador de massa molecular NzyDNA Ladder VI (Nzytech);
I: | ooquisto; 2: 10 ooquistos; 3: Controlo interno (ADN da salada + ADN de 100 ooquistos de

Cryptosporidium sp.); C(-): controlo negativo.
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5. Discussao

As doengas transmitidas por alimentos tém sido alvo de muito interesse e atengao,
uma vez que podem ter efeitos prejudiciais na saude publica. As doengas alimentares afetam
de modo mais grave certos grupos da populagao, os chamados grupos de risco, onde se
incluem criangas, gravidas, idosos, utentes em instituicoes de salide e pessoas com outros
tipos de doengas (Adamu et al., 2013; Nguyen et al., 2016).

Associadas as doencgas transmitidas por alimentos estao as parasitoses transmitidas
através da ingestao de agua e alimentos contaminados com formas parasitarias, que tém
assumido grande relevancia nos ultimos anos. Destacam-se como potencialmente perigosos
para a saide humana os protozoarios Giardia sp. e Cryptosporidium sp., responsaveis por
causar doengas do trato gastrointestinal (Nguyen et al., 2016).

Atendendo a que a giardiase e criptosporidiose sao doengas maioritariamente
veiculadas por agua e alimentos e que nao existiam trabalhos descritos sobre Giardia sp. e
Cryptosporidium sp. em alimentos em Portugal, pretendeu-se no presente trabalho pesquisar a
presenca destes parasitas em saladas pré-embaladas de forma a avaliar o risco associado ao
consumo deste tipo de alimentos.

As técnicas moleculares utilizadas neste estudo, qPCR, nested-PCR e sequenciagao
foram aplicadas com o objectivo de detetar ADN de Giardia sp. e de Cryptosporidium sp. e de
identificar as espécies/gendtipos destes parasitas.

Na detecao de G. lamblia por qPCR, das 24 amostras testadas ocorreu a amplificagao
de ADN numa amostra de salada (Fm2) (4,16%). A amplificagao da amostra Fm2 ocorreu
com os oligonucledtidos do gene gdh especificos do gendtipo A, aproximadamente no
threshold cycle 38. Valores altos de Ct, entre 38 e 40, podem ser indicativos de baixas
quantidades de ADN alvo ou representarem uma contaminagao ambiental (Ignatius et al.,
2012). Contudo, na técnica de nested-PCR, utilizando o gene ssu rRNA, de natureza multipla
copia e com elevada sensibilidade (Adam, 2001; Thosmpson, 2016), obteve-se a amplificagao
de G. lamblia na amostra Fm2. O amplicao de 292 pb obtido no nested-PCR foi purificado e
sequenciado e foi confirmada a caracterizagao do isolado de G. lamblia no gendtipo A com
100% de homologia a estirpe de referéncia Portland-1 (M54878). Estes resultados
confirmaram que a amplificagao no qPCR nao foi inespecifica e que provavelmente a amostra

tinha baixa quantidade de ADN de G. lamblia.
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O facto de ter sido detetada G. lamblia genétipo A numa amostra de salada é muito
preocupante porque este genotipo esta associado a infegoes no homem a nivel mundial
(Nguyen et al., 2016). Atendendo a dose infeciosa deste parasita (10 a 100 ooquistos) e ao
limite de detecao do qPCR (| parasita) e do nested-PCR (30,5 ng/ml), a amostra positiva
pode representar um risco para a satde humana. Contudo, tem de se ter alguma prudéncia
na analise de risco para a saide humana aquando da ingestao da salada contaminada com G.
lamblia e ter em consideragao o nivel de recuperagao dos quistos presentes nas saladas, a
dose infeciosa e a exposi¢ao nos grupos de risco. Embora o presente trabalho nao tenha
quantificado o numero e a viabilidade dos quistos, a detecao de G. lamblia é s6 por si
indicativo de que houve contaminagao fecal da salada, representando um potencial risco para
a saude humana (Dixon et al., 2012). A maioria das infe¢oes por G. lamblia sao assintomaticas
em individuos saudaveis, mas podem apresentar consequéncias mais graves em determinados
grupos de risco como criangas, individuos imunodeprimidos e idosos (Adamu et al., 2013;
Barreto et al., 2010).

A presenca de G. lamblia na salada Fm2 pode estar relacionado com o facto dos
quistos de Giardia serem muito resistentes as condigbes a que estao sujeitos no meio
ambiente, ao cloro utilizado no tratamento de aguas para consumo humano e aos
desinfetantes (Nguyen et al, 2016). Como os quistos podem sobreviver no meio ambiente
durante semanas ou até meses, a contaminagao ambiental pode levar a contaminagao da agua
e dos alimentos (Almeida et al, 2010). No caso deste tipo de saladas pré-embaladas e
prontas para consumo, a contaminagao do produto pode ocorrer durante diferentes fases
do processso.

Na fase da cultura e colheita dos vegetais pode ocorrer a contaminagao através do
contacto com o solo e/ou aguas de irrigagao. Neste contexto, a utilizagio de fezes de
animais para a fertilizacdo das terras pode constituir um risco elevado uma vez que existe
grande probabilidade de estarem contaminadas com quistos do parasita (Erdogrul e Sener,
2004). A agua utilizada na rega das saladas pode estar contaminada com os quistos de Giardia
sp. proporcionando, assim, a disseminagao deste parasita para os alimentos (Shields et al,
201 1). Varios estudos detetaram este protozoario na agua de rega das culturas de vegetais e
concluiram que era a agua a fonte de contaminagao do produto alimentar (Nichols et al.
2007; Amoros et al., 2010; Dixon et al., 2012).

O manuseamento e a armazenagem dos vegetais em locais que possam estar

contaminados com fezes humanas e/ou de animais sao também factores de risco. No
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processo final, lavagem e acondicionamento, as saladas sao submetidas a processos de
higienizagao e desinfegao antes de serem embaladas e, assim, os desinfectantes usados na
agua e a qualidade da propria agua de lavagem serao determinantes no risco de
contaminagao durante o processo. A agua de lavagem pode estar contaminada com quistos
de Giardia sp. e os processos de desinfecao podem nao ser eficazes na eliminagao das formas
parasitarias infectantes.

A contaminagao dos alimentos pode estar também diretamente relacionada com
deficientes praticas de higiene. As maos dos manipuladores podem estar com quistos de
Giardia sp. e, consequentemente, contaminar os alimentos aquando da sua manipulagao
(Dixon et al., 2012).

Em relagao a detegao de Cryptosporidium sp., a técnica de qPCR foi seleccionada com
base na sua prévia validagao para o diagnostico simultineo de Cryptosporidium sp., Cyclospora
cayetanensis, Eimeria sp. e Toxoplasma gondii (Lalonde e Gajadhar, 201 1) em amostras de fezes
humanas e de animais. Com a aplicacao deste qPCR nas amostras de saladas, verificou-se a
amplificagdo de ADN em duas amostras (Vm| e Val) e nos controlos positivos. No entanto,
no nested-PCR do gene /8S rDNA nao se observou amplificagago em nenhuma das 24
amostras de saladas. De modo a confirmar se o produto amplificado no qPCR (315pb) era
de Cryptosporidium sp., realizou-se o sequenciagao do produto e verificou-se que a sequéncia
de ADN nao apresentava homologia com Cryptosporidium sp.. Contudo, as sequéncias
obtidas alinharam com sequéncias de fungos: a amostra Vm| apresentou 95% de homologia
com Cryptococcus peneaus e a amostra Val apresentou 99% de homologia com Dioszegia
antarctica. Os autores que desenvolveram e validaram a técnica sustentaram a sua potencial
aplicagio em amostras de ambiente e alimentos, porém com necessidade de validagao
adequada e a utilizagao de controlos apropriados. No presente trabalho, foram utilizados os
controlos positivos de Cryptosporidium sp. (INI Crypto, Anexo |) que amplificaram
corretamente na curva de melting (melting peak de 82 °C). Este resultado seria indicativo que
o gPCR era especifico mas o que se verificou é que os oligonucleotidos apresentaram reagao
cruzada com ADN de fungos do ambiente. E importante realcar que no estudo efetuado
com as amostras de fezes humanas e animais, os autores tinham ja observado amplificagao
de ADN de S. cerevisiae (Lalonde e Gajadhar, 201 1). Em conjunto, os resultados levam-nos a
concluir que a amplificagdo de ADN de fungos em vez de Cryptosporidium sp. deve-se a uma
reagao cruzada (falso positivo) e que a matriz biologica (fezes, saladas, etc.) influencia a

especificidade do método.
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Quando nao ocorre amplificagio de ADN de Cryptosporidium nao significa que as
saladas nao estio contaminadas com ooquistos do parasita. Sdo varios os factores que
influenciam o limite de dete¢ao dos parasitas como a taxa de recuperagao das estruturas
parasitarias aquando do processamento da salada, a eficacia da ruptura dos ooquistos
durante a extracao do ADN e a sensibilidade da técnica de amplificagdo. As taxas de
recuperagao de ooquistos nas saladas nunca é de 100%, dependendo da solugao utilizada no
processamento e do tipo de vegetal (Shields et al,, 201 I). Por exemplo, em manjericao a taxa
de recuperagao de ooquistos de Cryptosporidium sp. variou de 65,5 a 79,7 % (Shields et al.,
2011).

No presente trabalho, o limite de detegao para Cryptosporidum sp. na técnica de
gPCR foi de | ooquisto e na técnica de nested-PCR foi de 100 ooquistos. Portanto, pode-se
afirmar que sao técnicas muito sensiveis: por exemplo, considerando-se uma taxa de
recuperacao de 60% e total extracio do ADN, consegue-se detetar o ADN de
Cryptosporidium sp. a partir de amostras contaminadas no minimo com 20 ooquistos (qQPCR)
ou com |68 ooquistos (nested-PCR).

Seria importante desenvolver estudos para avaliar o nivel de sobrevivéncia dos
quistos de Giardia sp. e dos ooquistos de Cryptosporidium sp. perante variadas condigoes
ambientais, de modo a serem implementadas medidas de controlo para minimizar a
contaminagao de alimentos. Segundo Dixon e colaboradores (2012) é importante que se
realizem estes estudos para controlar e minimizar as doengas de origem alimentar associadas
a estes parasitas.

Adicionalmente, é importante estabelecer analises de risco com base em Planos
HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Point - Andlise de Perigos e Pontos Criticos de
Controlo) de forma a realizar uma gestao eficaz do risco de contaminagao de vegetais
utilizados na preparagao das saladas pré-embaladas. A gestio deve ser fundamentada em
planos de prevencao, monitorizagao e controlo de contaminagoes por parasitas relevantes,
como € o caso dos quistos de Giardia sp. e ooquistos de Cryptosporidium sp.. Os planos
devem incluir as boas praticas agricolas, controlando a utilizagao de fezes de animais para
fertilizar as terras; a monitorizagao da agua de rega e também a de higienizagao e desinfecao
dos vegetais, no que diz respeito a verificagao da presenga de formas parasitarias; limitar o
acesso de animais as areas de cultivo de vegetais; realizacio de planos de formagao e

sensibilizagdo para os manipuladores que trabalham no cultivo, na colheita, no
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processamento, no armazenamento e transporte deste tipo de vegetais, que estao prontos
para consumo (Dixon et al., 2012).

Os referidos Planos de HACCP, devem incluir uma analise de risco para Giardia sp. e
Cryptosporidium sp., bem como para outros parasitas relevantes como Cyclospora sp.,
Entamoeba histoltyca, Enterobius vermicularis e Ascaris sp.uma vez que ja foram detetados em
vegetais (Erdogrul e Sener, 2004, Cook et al., 2007, Dixon et al., 2012).

Em conclusiao, as técnicas de biologia molecular selecionadas para este estudo foram
aplicadas com sucesso e permitiram atingir o objetivo proposto de detetar G. lamblia e
Cryptosporidium sp. em amostras de saladas pré-embaladas. Nas amostras de saladas pré-
embaladas foi detetada a presenga de Giardia lamblia, genotipo A, indicativo de contaminagao
fecal da salada, podendo representar risco para a salde do consumidor. E importante
estabelecer medidas de prevencao e controlo de Giardia e Cryptosporidium em todo o setor
de produgao, processamento, embalamento e transporte das saladas pré-embaladas e

prontas para consumo humano.
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Anexo |

Alinhamento multiplo de fragmentos de sequéncias do gene 18S rDNA da amostra de
Cryptosporidium (INI Crypto). O programa BLAST foi utilizado para comparar com a
sequéncia nucleotidica de Cryptosporidium sp. ssu rRNA 1S08 (KX056089).

Score Expect Identities Gaps Strand
351 bits(190) 2e-93 190/190(100%) 0/190(0%) Plus/Plus

INICrypto 1 ACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTICIGGIGCCAGCAGCCGCGGTARTICCAGCICCARTA 60
FEEEEREREEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Cryptosporidium sp. 297  ACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTIGGIGCCAGCAGCCGCGGTAATICCAGCICCARTA 356

INICrypto 61  GCGTATATTARAGITGITGCAGITAARAAGCTCGTAGIIGGATTICTGttaataatttat 120
FECLEERECEREEE e e e e e e e e e e e e e e e e e er e rr
Cryptosporidium sp. 357 ~ GCGTATATTARAGITGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTIGGATTICIGTTAATARTTITAT 416

INICrypto 121 ataaaatattttgatgaatatttatataatattaacataattcatattactatcteeeet 180

FEERERERE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey |
Cryptosporidum sp. 417~ ATAARRTATTTTGATGAATATITATATAARTATTAACATARTICATATIACTATITITIIT 476

INI Crypte 181 tCtAGAATAT 190

LLETELT
Cryptosporidium sp. 477 TITAGAATAT 486
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