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palavras-chave

Resumo

Giardia lamblia, genotipagem, PCR — RFLP, optimizag&o de protocolo

As parasitoses intestinais continuam a constituir um grave problema de saulde
publica, a nivel mundial. Giardia lamblia, também denominada G. duodenalis
ou G. intestinalis € um protozoério frequentemente responsével por patologias
entéricas, representando, nos seres humanos, o principal agente causal de
gastroenterites parasitarias. A giardiose €&, assim, tida como a mais frequente
das parasitoses de indole protozoaria. Tendo em conta a escassez de
trabalhos, em Portugal, sobre esta patologia, com este trabalho pretende-se
contribuir para o enriquecimento do conhecimento nesta area. Assim,
efectuou-se um estudo epidemioldgico, nas cidades do Porto e Viseu, no qual
foram pesquisados diversos parasitas, entre os quais, G. lamblia. A
inexisténcia de isolados levou a caracterizacdo molecular, por PCR — RFLP, de
outros, criopreservados, o que conduziu a optimizacdo de um protocolo que
poderd ser usado rotineiramente no Laboratdrio de Investigacao.
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Parasitic diseases continue, knowadays, to be a major concern and health
problem, all over the world. The protozoa Giardia lamblia (also kwoned as G.
duodenalis or G. intestinalis) is responsible, in humans, for the most of parasitic
gastroenteritis. Giardiasis is, therefore, the parasitic gastric infection with the
higher prevalence. The lack of published articles and studies, in Portugal, about
this organism and its pathology, dictates the pertinence of this work. With it we
wish to enrich the knowledge in this area. Therefore, a field study was
performed to access the prevalence of several parasites (within those was G.
lamblia), on the cities of Porto and Viseu. As a consequence of the results of
this study (concerning G. lamblia) the work changed its course. The next step
consisted in the molecular characterization by PCR — RFLP, of isolates
previously axenized and criopreserved, that lead to a protocol optimization, that
can be, therefore, used in our laboratory practice.
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INTRODUCAO TEORICA E OBJECTIVOS




1. Enquadramento Geral

As patologias parasitarias e diarreicas constituem, nos nossos dias e especialmente
nos paises em vias de desenvolvimento, uma persistente fonte de preocupacdo por parte
das agéncias de salude internacionais. Apesar de terem decrescido desde a década de 90 do
século passado, estima-se que as patologias diarreicas causem a morte a 2,2 milhGes de
individuos em todo o Mundo, representando 3,7% da totalidade de obitos (World Health
Organization, 2008). Constituem a quinta causa de morte mais frequente em todo o
Mundo, a terceira se se analisarem somente os dados referentes aos paises mais pobres do
globo e a segunda em criangas abaixo dos cinco anos de idade (World Health
Organization, 2008). Representam, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o
conjunto de patologias que mais individuos afectam em todo o Mundo (World Health
Organization, 2008).

Apesar de se prever um decréscimo até 2030, as patologias diarreicas manter-se-4o,
segundo a OMS, entre as dez mais frequentes causas de morte. No que concerne as
patologias infecciosas e parasitarias, também esta previsto uma diminuicdo de 15 milhdes
de mortes por ano de 2004 até 2030, principalmente devido a alteragdes epidemioldgicas
(World Health Organization, 2008).

A prevencdo de patologias diarreicas, nomeadamente aquelas causadas por
parasitas, passa pela interrupcdo do ciclo de vida do mesmo, que pode ser feita, por
exemplo, através do tratamento e monitorizacdo da qualidade das &guas de cultivo e de
consumo (World Health Organization, 2008), da lavagem apropriada de frutas e vegetais,
da preparacdo dos alimentos através da sua cozedura e da lavagem periddica de maos
(World Health Organization, 2008). Medidas de ndo reutilizacdo de fezes humanas (para
fertilizacdo de campos, por exemplo) e instalacdo de redes apropriadas de saneamento e
tratamento de aguas residuais (World Health Organization et al., 2008) também s&o

factores importantes no controlo da disseminacdo de patologias diarreicas e sua prevencao.



2. Giardia lamblia e Giardiose

2.1 Biologia de Giardia lamblia

Giardia foi descrita pela primeira vez, em 1681, por Antoine van Leeuwenhoeck,
tendo sido mais pormenorizadamente descrita, em 1859, por Lambl (Adam, 2001;
Thompson e Monis, 2004). Desde ai até 1952, varias foram as classificagdes propostas,
tendo por base variadissimos critérios, como, por exemplo, o hospedeiro. Nesse ano, Filice
publicou uma descri¢do morfoldgica detalhada, em que prop6s a distingdo entre espécies
com base na morfologia do corpo mediano. Efectuou, assim, a distin¢do, entre trés espécies
(Adam, 2001; Monis et al. 2003; Thompson e Monis, 2004): G. lamblia, G. muris e G.
agilis. Posteriormente, tendo também em conta critérios morfoldgicos (Conboy, 1997) e de
analise por microscopia electrénica (Monis et al. 2003; Thompson e Monis, 2004), foi
possivel a caracterizacdo de duas novas espécies, G. psittaci e G. ardeae (Conboy, 1997,
Monis et al., 2003; Thompson e Monis, 2004). Em 1988 foi descrita por Feely, que se
baseou na morfologia dos quistos (Monis et al., 2003; Thompson e Monis, 2004) e na
sequéncia da subunidade minor do rRNA (Monis et al., 2003) mais uma espécie: G.
microti.

Com o advento de novas tecnologias, nomeadamente de ferramentas moleculares
(ver capitulo 3), foi possivel alcancar algum consenso na comunidade cientifica, no que
concerne, ndo sé a taxonomia (Thompson e Monis, 2004; Hunter e Thompson, 2005), mas
também a outros aspectos como filogenia, especificidade do hospedeiro, patogenicidade,
relevancia clinica (Thompson e Monis, 2004) e epidemiologia (Hunter e Thompson, 2005)
(Tabela 1).



Tabela 1. Espécies do Género Giardia reconhecidas cientificamente entre 1952 -2007
(adaptado de Monis et al. 2009)

Espécie Caracteristicas Morfoldgicas
G. lamblia Trofozoitos de aspecto piriforme, com corpo mediano em clave.
G. agilis Trofozoitos longos e esguios, com corpo mediano em clave.
G. muris Trofozoitos arredondados, com pequenos e redondos corpos
medianos.
G. ardeae Trofozoitos arredondados, com um sulco proeminente no disco

ventral e um flagelo rudimentar; corpo mediano entre o arredondado
e a forma em clave.
G. psittaci Semelhante a G. lamblia.

G. microti Semelhante a G. lamblia.

G. lamblia (também denominada G. duodenalis e G. intestinalis) €, entdo, um
microrganismo eucariético, protozoario, unicelular, binucleado, flagelado, capaz de
infectar varios hospedeiros mamiferos, incluindo o Homem (Adam, 2001; Amar et al.,
2002; Thompson e Monis, 2004), provocando giardiose.

Apbs a ingestdo da forma quistica (infectante) do parasita através de alimentos ou
agua contaminados ou devido a um descuido na lavagem de méaos (o que possibilita o
contacto fecal-oral) (Wolfe, 1992; Adam, 2001), a exposicdo ao ambiente &cido do
estdmago conduz ao desenquistamento, com a consequente libertacdo de dois trofozoitos
por cada quisto, no duodeno (Wolfe, 1992; Vesy e Peterson, 1999). Aqui, a forma
vegetativa de G. lamblia multiplica-se, causando os sintomas de diarreia e ma absor¢édo
(Adam, 2001). Quando expostos ao fluido biliar alguns trofozoitos enquistam no jejuno e
percorrem 0 restante tubo digestivo, sendo eliminados com as fezes (Vesy e Peterson,
1999; Adam, 2001). Voltam, assim, sob a forma quistica, para 0 meio ambiente, onde

podem dar inicio a um novo ciclo (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de Giardia lamblia (modificado de Smith, et al., 2007)

2.2 Giardiose e Patogenicidade

A infeccdo por G. lamblia, giardiose, é tida como a mais frequente (Vesy e
Peterson, 1999), dentre as que sdo causadas por protozoarios e que afectam o intestino
humano. Tem distribuicdo cosmopolita, sendo esta mais elevada em paises em vias de
desenvolvimento (Wolfe, 1992; Vesy e Peterson, 1999) e naqueles em que as condigdes
climatéricas permitem uma mais eficaz proliferacdo do parasita: regiGes tropicas e
subtropicais (Vesy e Peterson, 1999). Encontram-se, entdo, identificados como areas de
maior risco para 0s turistas 0s paises correspondentes a antiga Unido Soviética, o Sul e
Sudoeste Asiatico, a Africa, o México e a zona ocidental da América do Sul (Wolfe, 1992).

G. lamblia tem um periodo de incubacdo de uma a duas (Escobedo e Cimenman,
2007; Ali e Nozaki, 2007) ou trés semanas (Gardner e Hill, 2001) apds o qual se verifica a
fase aguda da doenca (com uma duracdo de trés a quatro dias) (Ali e Nozaki, 2007),
materializada através da presenca de sintomatologia diversa, como diarreia (Vesy e
Peterson, 1999; Gardner e Hill, 2001; Thompson e Monis, 2004; Ali e Nozaki, 2007;
Escobedo e Cimenman, 2007), flatuléncia, fezes gordas (Gardner e Hill, 2001; Escobedo e
Cimenman, 2007) e caimbras abdominais (Gardner e Hill, 2001; Ali e Nozaki, 2007). Na



maioria dos casos, a sintomatologia evolui favoravelmente de forma esponténea (Escobedo
e Cimenman, 2007). N&o sendo devidamente tratada, a infeccdo pode cronificar, sendo
caracterizada por curtas e recorrentes exacerbacfes dos sintomas diarreicos (Gardner e
Hill, 2001; Escobedo e Cimenman, 2007), com concomitante perda de peso (Escobedo e
Cimenman, 2007), dificuldades na absorcdo de gorduras, lactose, vitaminas A e B
(Gardner e Hill, 2001; Escobedo e Cimenman, 2007), diminui¢do dos niveis de magnésio
(Escobedo e Cimenman, 2007) e possiveis atrasos no desenvolvimento (Vesy e Peterson,
1999).

Contudo, nem todos os individuos afectados apresentam sintomatologia. A infec¢do
por G. lamblia pode, também, ser assintomatia (Vesy e Peterson, 1999; Thompson e
Monis, 2004), eliminando, os individuos, naturalmente, a infeccdo, ou permanecendo
portadores (Vesy e Peterson, 1999) do parasita.

A grande diversidade de apresentagdes clinicas tornou dificil a defini¢do exacta da
patogenicidade desta parasitose, tendo sido levantadas, por Gardner e Hill (2001), diversas
hipdteses:

- G. lamblia possui a capacidade para causar dano directo na mucosa intestinal,
através da aderéncia a esta estrutura pelo seu disco;

- areducdo, por parte do parasita, da enzima disacaridase, a que se segue dano
a nivel das vilosidades intestinais;

- alibertacdo, por parte de Giardia, de substancias citopaticas (como lectinas e
tiolproteinases);

- acapacidade de estimulagdo da resposta imunitéaria do hospedeiro, através da
libertacdo de citoquinas e da resposta inflamatoria a nivel da mucosa;

- apossibilidade de diferencas genéticas entre isolados conferirem variacdes na
viruléncia;

- a superficie de Giardia pode conduzir a variacdo antigénica a superficie do
hospedeiro, evitando, desta forma, a detec¢éo a nivel imunitario.

Tendo em conta os multiplos mecanismos levantados teoricamente, Gardner e Hill
(2001) concluem que, provavelmente, estar-se-a perante um processo multifactorial, onde
factores relacionados com o hospedeiro, 0 meio ambiente e a genética concorrem
(Thompson e Monis, 2004).

Apesar de poder afectar individuos de todas as faixas etarias, a giardiose tem uma

maior incidéncia nas criangas (Wolfe, 1992; Thompson e Monis, 2004), sendo esta a faixa



etaria em que os sintomas podem ser mais marcados e preocupantes, quer a curto quer a

longo prazo.

2.3 Tratamento da Giardiose

O arsenal de compostos com actividade antigiardia tem vindo a aumentar. Até a
introducdo no mercado da quinacrina, para o tratamento da Giardia (em 1937), este era
baseado em mercdrio, tetracloreto de carbono, arsenicais e bismuto. A quinacrina
permaneceu como terapéutica de primeira escolha até a década de 60 do século passado,
altura em que o nitroimidazol, metronidazol foi introduzido no tratamento da giardiose
(Escobedo e Cimenman, 2007). Desde entéo, este é o farmaco mais empregue, continuando
a representar a primeira escolha terapéutica (Ali e Nozaki, 2007; Escobedo e Cimenman,
2007).

O aparecimento de resisténcias (Vesy e Peterson, 1999; Escobedo e Cimenman,
2007), o elevado numero de reaccdes adversas e a possibilidade de os farmacos de primeira
escolha terapéutica estarem contra indicados em algumas circunstancias fisioldgicas
especificas (Escobedo e Cimenman, 2007), como a gravidez, levaram ao sucessivo
surgimento de novos e eficazes agentes terapéuticos, apesar de nenhum deles conseguir
suplantar o metronidazol. Desta forma, podem ser empregues outros nitroimidazois, como
o tinidazol, o ornizadol e o secnidazol (Gardner e Hill, 2001; Escobedo e Cimenman,
2007). O tinidazol, por exemplo, pode ser empregue em casos em que a terapéutica com
metronizadol falha, sendo mais bem tolerado que o farmaco de primeira escolha (Escobedo
e Cimenman, 2007). Também relatados como eficazes e empregues no tratamento sédo a
furazolidona (nitrofurano de largo espectro), a paromomicina (aminoglicosideo; alternativa
terapéutica para a giardiose na gravidez) e os benzimidazois, albendazol (Gardner e Hill,
2001; Ali e Nozaki, 2007; Escobedo e Cimenman, 2007), mebendazol (Gardner e Hill,
2001; Escobedo e Cimenman, 2007) e tiabendazol (Escobedo e Cimenman, 2007). A

tabela 2 sintetiza as recomendacdes para o tratamento da giardiose.



Tabela 2. Recomendagdes para o tratamento da giardiose (Adaptado de Gardner e Hill,

2001)
Quadro clinico Terapéutica a instituir

Infeccdo sintomatica Metronidazol, tinidazol ou ornidazol

Alternativas Furazolidona, quinacrina, albendazol
Gravidez

1° Trimestre Paromomicina

2° e 3° Trimestres Paromomicina ou metronidazol
Infeccéo recorrente ou recaida Farmaco de uma classe distinta do usado

anteriomente ou associagdo de um

nitroimidazol com quinacrina

Encontram-se, ainda em estudo outras moléculas, nomeadamente uma associagdo
de bacitracina com zinco, cloroquina, DI — propranolol, prépolis e 6leo de girassol
ozonizado (Escobedo e Cimenman, 2007).

Em Portugal, encontram-se disponiveis comercialmente formas galénicas com o0s
seguintes principios activos: metronidazol, tinidazol, albendazol, mebendazol e secnidazol

(disponivel on line em www.indice.pt; data de consulta 7/2/2009).

2.4 Potencial Zoondtico

A possibilidade de transmissdo de Giardia entre animais e humanos, ou seja, 0 seu
potencial zoondtico é um tema que levanta inimeras questdes no seio da comunidade
cientifica. Apesar de a OMS considerar, desde 1979, que Giardia possui um potencial
zoonotico, tém faltado dados que o comprovem (Thompson e Monis, 2004).

Segundo Smith et al. (2007), por forma a determinar o papel de hospedeiros
humanos na transmisséo de Giardia é necessario saber-se:

- quantas espécies infectadas afectam hospedeiros humanos;
- das que os infectam, quantas também infectam hospedeiros ndo humanos;

guantas espécies existem no meio ambiente;



- quantas espécies estdo presentes em daguas potaveis/ambientais e nos
alimentos, qual a sua prevaléncia no ambiente e nos alimentos e qual o seu
potencial de sobrevivéncia nesses meios;

- qual o seu potencial para, subsequentemente, infectarem seres humanos; qual
a sensibilidade de deteccéo requerida ao seu estudo e monitorizagéo.

Apesar de, para algumas destas questdes, ja existir uma resposta (por exemplo,
quanto ao numero de espécies existentes e seus hospedeiros (ver capitulo 4) e quanto ao
seu potencial zoondtico (por exemplo, os grupos genéticos Al (Monis e Thompson, 2003)
e All (Traub et al., 2005), pertencentes ao grupo genético A (Assemblage A), infectam
tanto hospedeiros humanos como ndo humanos (Monis e Thompson, 2003 e Traub et al.,
2005)), para outras, muitas duvidas persistem, ndo sendo possivel assegurar com certeza
que a transmissdo zoondtica de Giardia represente um papel muito relevante na infeccao
humana (Monis e Thompson, 2003; Thompson e Monis, 2004; Hunter e Thompson, 2005;
Smith et al., 2007). Um estudo de Traub et al. parece indicar o contrario, uma vez que
comprova gue, pelo menos em algumas regides, onde as condi¢des sanitarias sdo precarias,
alguns gendtipos de Giardia sdo capazes de circular entre cdes e humanos, ndo sendo,
contudo, claro qual dos dois representa o reservatério primario (Traub et al., 2005).

Com o intuito de esclarecer todas as questdes, torna-se imperativa a existéncia de
estudos de epidemiologia molecular em focus endémicos especificos (Monis e Thompson,
2003; Thompson e Monis, 2004) ou entre hospedeiros a viver na mesma area geografica,
por forma a determinar a frequéncia da transmissdo genética de Giardia (Monis e
Thompson, 2003), logo, a sua relevancia para a infeccdo humana. Contudo, para que estes
estudos tenham validade, é necessario que as ferramentas moleculares usadas tenham
precisdo e resolucdo suficientes para garantir que ndo haja uma classificacdo incorrecta dos

isolados ou a ndo detec¢do da diversidade genética (Thompson e Monis, 2004).

3. Caracterizacdo Molecular de Giardia lamblia

Tal como referido supra, as técnicas de diagnostico molecular tém vindo a

desempenhar um papel cada vez mais relevante na identificacdo e sistematica de iniUmeros

organismos, entre os quais G. lamblia.



Independentemente da técnica empregue, segundo Olive e Bean (1999), existem
diversos critérios que devem ser cumpridos para o correcto e generalizado emprego de um
método de tipagem molecular:

- todos os organismos da mesma espécie devem ser tipaveis pelo método
escolhido;

- 0s métodos devem possuir um elevado poder de diferenciacdo, sendo capazes
de, claramente, diferenciar entre estirpes ndo relacionadas, como, por
exemplo, aqueles que sdo geograficamente distintas do organismo, mas, ao
mesmo tempo, devem ser capazes de demonstrar a relacdo entre oS
organismos isolados de individuos infectados pela mesma fonte;

- 0s métodos devem ser o mais reprodutiveis’ possivel; este é um factor
particularmente relevante na construcdo de bases de dados contendo todas as
estirpes conhecidos de uma dada espécie, que servirdo de compara¢do com
organismos desconhecidos, por forma a poder identifica-los.

Serdo apresentados, seguidamente, os metodos descritos na bibliografia como
empregues (ou com potencialidades) na caracterizacdo molecular de G. lamblia, fazendo,

também, referéncia a aplicacfes praticas daqueles neste organismo.

3.1 Caracterizacdo por Electroforese Enzimética: Multi — Locus Enzyme

Electrophoresis

O método conhecido por Multi —Locus Enzyme Electrophoresis (MLEE) encontra-
se entre 0s métodos mais eficazes, tendo em conta a relacdo eficiéncia/custo (Monis et al.,
2002; Xu, 2006), sendo, normalmente, empregue para detectar polimorfismos em enzimas
glicoliticas e housekeeping (Monis et al., 2002). E também, um método rapido e
tecnicamente simples, permitindo que a caracterizacdo genética seja realizada em loci
maultiplos e independentes (Monis et al., 2002).

Para este tipo de técnica as enzimas mais Uteis sdo as funcionais, que diferem em
sequéncias de aminoacidos (aa), uma vez que estas diferencas podem contribuir quer para a
carga da moléecula quer para a sua estrutura tridimensional (Xu, 2006). As amostras s&o,

entdo, devidamente tratadas e transferidas para um meio de suporte (como, por exemplo,

! O conceito de reprodutibilidade refere-se & habilidade de uma técnica para apresentar o mesmo resultado
quando a mesma estirpe é repetidamente analisada (Olive e Bean, 1999).
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acetato de celulose ou amido) e submetidas a corrente eléctrica (Monis et al., 2002). Apds
a electroforese, as bandas variantes de uma enzima sdo detectadas e reconhecidas, através
da adicdo de um substrato apropriado acoplado com um corante (Xu, 2006), ou seja, de um
sistema de coloracdo (Monis et al., 2002), cujo corante é libertado apds a actividade
enzimaética, podendo ser visivel nos espectros de ultra violeta (Monis et al., 2002) e visivel
(Monis et al., 2002; Xu, 2006).

Os dados decorrentes desta técnica, para que possam ser eficazmente discutidos e
assumidos como relevantes, devem ser correctamente interpretados. Esta accdo baseia-se,
segundo Xu (2006), em dois pressupostos:

- as alteragdes da mobilidade de uma enzima num campo eléctrico refletem
uma mudanca na sua sequéncia de aa e, consequentemente, na sequéncia de
acido desoxirribonucleico (ADN) codificada; assim sendo, se 0s padrdes de
bandas enziméticas de dois organismos forem diferentes, assumem-se
também como diferentes no que concerne ao seu ADN;

- aexpressdo enzimatica é co — dominante, ou seja, todos os alelos de um locus
S80 expressos.

Em termos de populacdo genética, os dados obtidos por MLEE podem ser divididos
em isoenzimas e aloenzimas (Xu, 2006). Isoenzimas sdo formas alélicas, ndo alélicas e
processadas (Thompson e Monis, 2004), que podem ser produzidas por diferentes loci no
genoma ou por diferentes alelos no mesmo locus (Xu, 2006). Aloenzimas sdo um subgrupo
das primeiras, nas quais as variantes polipeptidicas da enzima sdo formadas por diferentes
alternativas alélicas, no mesmo locus do genoma (Xu, 2006). Sdo nada mais que as
representacdes das formas alélicas de uma enzima (Thompson e Monis, 2004). Tendo,
entdo, em conta o anteriormente referido, a analise isoenzimatica emprega todas as bandas
detectadas, sem efectuar uma interpretacdo genética das bandas (Monis et al., 2002).
Segundo os mesmos autores, os dados empregues neste tipo de analise ndo sdo adequados
para inferéncias filogenéticas, devido a incerteza da independéncia e homologia dos
caracteres. Assim, os dados empregues em analises isoenzimaticas tém sido usados para
determinar fronteiras em espécies, onde diferencas fixas (que ocorrem quando dois taxa
ndo possuem qualquer banda em comum num determinado locus) fornecem marcadores de
diagnostico para o delineamento de uma espécie (Monis et al., 2002). Por sua vez, a
andlise aloenzimética, que requere, ao contrario da primeira, uma interpretacdo genética
dos perfis de bandas enzimaticas, identifica variantes alélicos, na mesma enzima em

determinado locus. Esta interpretacdo tem em consideracdo factores como a estrutura
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quaternéria da enzima, a ploidia do organismo e o tempo de coloragdo da banda (Monis et
al., 2002). O ultimo factor é relevante, uma vez que auxilia na identificacdo de bandas
enzimaticas primarias, em contraste com as sub — bandas, existentes devido a modificacdes
ou degradacao enzimatica (Monis et al., 2002). Como resultado, obtém-se uma presuncgéo
do gendtipo em determinados locus (Monis et al., 2002).

Monis et al. (2002) consideram, ainda, a abordagem zimodeme (para a
interpretacdo dos dados resultantes de MLEE). Esta interpretacdo é frequentemente
empregue para diferenciar espécies de organismos intimamente relacionados, dando um
particular enfoque as diferencas verificadas entre taxa. Os zimodemes, que apenas
englobam taxa com perfis idénticos, sdo definidos por comparacdo de padrdes de bandas
isoenzimaticas. Qualquer diferenca nos padrdes de bandas entre taxa € suficiente para que
sejam colocados num diferente zimodeme. Uma limitacdo desta técnica é a incapacidade
para detectar misturas de organismos geneticamente distintos numa mesma amostra (Monis
etal., 2002).

Das trés abordagens referidas, apenas a analise aloenzimatica produz dados
adequados a uma andlise genética (Monis et al., 2002), por exemplo, através do calculo de
frequéncias alélicas (Xu, 2006) e a uma analise filogenética (Monis et al, 2002). Assim
sendo, é a Unica técnica extensivamente empregue na sistematica molecular (Monis et al.,
2002). A sua principal desvantagem, contudo, é o facto de requerer um analista experiente,
especialmente no que concerne a interpretacdo e exclusdo de anomalias e correcta
interpretacdo dos padrdes de bandas (Monis et al., 2002), o que pode introduzir alguma
subjectividade na analise (Monis et al., 2002).

3.1.1 Multi Locus Enzyme Electrophoresis e Giardia lambia

A aplicacdo de MLEE na caracterizacdo de G. lamblia encontra-se amplamente
descrita, na bibliografia consultada. Alguns exemplos serdo, seguidamente, abordados.

Bertram et al., (1983) estudaram cinco isolados de diferentes hospedeiros
mamiferos, tendo verificado alguma homogeneidade genética, na medida em que
verificaram que os isolados de diferentes hospedeiros partilham maultiplas isoenzimas, o
que levantou questbes de validade sobre a pratica da altura: identificar isolados como

pertencentes a espécies distintas de Giardia, com base apenas, no hospedeiro.
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Especificamente no que concerne a G. lamblia, os primeiros artigos referenciados
na bibliografia consultada indicam a existéncia de heterogeneidade genética (Bertram et
al., 1983;), tendo sido apresentada a possibilidade de G. lamblia ser uma espécie complexa
(Andrews et al. 1989). Alguns anos mais tarde, Homan et al. (1992), aplicaram a andlise
isoenzimética em 13 isolados axénicos, tendo conseguido, pela analise das bandas
formadas, separar os isolados em dois grandes grupos: o polaco e o belga (designagdes
relacionadas com a naturalidade dos hospedeiros humanos de onde se obtiveram o0s
isolados).

Segundo Thompson e Monis (2004), os estudos isoenzimaticos mais detalhados
foram efectuados por Meloni et al. (1988, 1989, 1992, 1995). Os seus resultados
confirmam os descritos por Bertram et al, (1983), com a anélise de, no total, 97 isolados
animais e humanos (Thompson e Monis, 2004).

A anélise aloenzimatica, apesar de em menor escala (de acordo com a bibliografia
consultada) também foi empregue para a caracterizagdo molecular de G. lamblia. Assim,
Mayrhofer et al. (1995) confirmaram os achados de Andrews et al. (1989) e Homan et al.
(1992), sugerindo, também a existéncia de uma espécie complexa. Descreveram, tal, como
Andrews et al. (1989), a colocacdo dos isolados em dois grandes grupos, por estes autores
designados Assemblages A e B, que por sua vez, se subdividiam em dois grupos cada: 1, Il

(pertencentes a Assemblages A), 111 e IV (pertencentes a Assemblages B) (ver capitulo 4).

3.2 Técnicas de Amplificacio Baseadas em Acidos Nucleicos

O isolamento, na década de 80 do século passado, de uma molécula de ADN
polimerase termoestavel e a criacdo da técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR)
(Monis et al., 2002) (descrita em seguida) permitiram o desenvolvimento de vérias
ferramentas moleculares Uteis na tipagem genética, na caracterizagdo e analise filogenetica
(Monis et al., 2002). O registo da patente de PCR estimulou, de igual forma, o
desenvolvimento de técnicas alternativas, que conduziram, também, a amplificacdo
especifica de acidos nucleicos (Monis et al., 2002).

Todas as técnicas descritas em seguida tém em comum o emprego de
oligonucleotideos com uma sequéncia especifica e uma polimerase de um acido nucleico,
responsavel pela amplificacdo especifica do alvo de interesse. Apresentam como principais

vantagens a facilidade de montagem (Monis e Andrews, 1998; Xu, 2006) e a necessidade
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de pouca amostra (Monis et al., 2002; Xu, 2006) para uma analise eficaz, permitindo,
assim, uma rapida e precisa identificacdo de estirpes e espécies de organismos. S&o
empregues na identificacdo, caracterizacdo e diagndstico clinico de parasitas ou suas
populacdes (Monis et al., 2002). Independentemente da técnica utilizada, também existem
algumas dificuldades e limitacbes para os investigadores. Assim, as técnicas de
amplificacdo baseadas em &cidos nucleicos implicam, normalmente, a destruicdo da
amostra, por forma a extrair os acidos nucleicos, ndo fornecendo, desta forma, qualquer
indicacdo acerca das relacGes espaciais das células nas comunidades microbianas e como
elas interagem (Monis et al., 2002). Aspectos de indole pratica, como interacgdes multi —
iénicas, constantes cinéticas e actividade enzimatica podem afectar o material da reac¢do

(Xu, 2006), representando possiveis dificuldades da técnica.

3.2.1 Polymerase Chain Reaction

A técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) é um processo gque permite a
replicacdo de uma sequéncia de ADN especifica, conduzida por enzimas, mediada por
primers e dependente da temperatura (Millar et al., 2007). Foi um dos primeiros sistemas
de amplificacdo de acidos nucleicos desenvolvidos e é, por ventura, a técnica mais
amplamente usada na investigacdo actual (Monis et al., 2002).

O principio do método é baseado em ciclos repetitivos de trés reac¢des, em que se
faz variar, apenas, a temperatura de incubacdo (Millar et al., 2007). Assim sendo, temos,
por ordem sequencial:

- Desnaturacdo: o aumento da temperatura até 95°C faz com que se verifique a
separacao da dupla cadeia de ADN, nas suas cadeias originais;

- Annealing: a temperatura é reduzida até, aproximadamente, 55°C, por forma
a haver a ligagdo complementar de dois primers especificos ao ADN original;

- Extensdo: a temperatura € aumentada para os 72°C, o que leva a ADN
polimerase a extender os primers no terminal 3’, sintetizando cadeias
complementares no sentido 5’; para tal empregam-se desoxinucledtidos
presentes no meio.

Ap0s a extensdo, as duas cadeias simples de ADN que serviram de molde a reacgao
de PCR e as duas cadeias sintetizadas vao-se ligar, formando duas novas cadeias de ADN

de dupla hélice.
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A reaccao € repetida n vezes (aproximadamente 30), sendo que cada cdpia de ADN
podera servir como molde no ciclo seguinte. Apds n ciclos obter-se-do 2" cdpias do molde
de ADN (Millar et al., 2007).

3.2.2 Pulsed - field Gel Electrophoresis

A Pulsed — field Gel Electrophoresis (PFGE) é uma técnica desenvolvida, em 1984,
por Schwartz et al. (Ferris et al., 2004), que implica que, ap6s cultura celular, o
microrganismo seja sujeito a lise enzimética e digestdo. Menos frequentemente, também
pode ocorrer emprego de enzimas de restricdo (Olive e Bean, 1999). O digesto é, entdo,
inserido num gel de agarose e sujeito a uma electroforese num equipamento em que a
polaridade da corrente é alterada a intervalos pré — determinados (Olive e Bean, 1999). O
campo pulsado permite a separacdo completa de fragmentos de ADN de comprimento
elevado (Olive e Bean, 1999; Ferris et al., 2004) (entre 10 a 800 kb) (Olive e Bean, 1999).
A visualizacdo dos padrdes resultantes da electroforese pode ser realizada através da
coloracdo do gel com, por exemplo, brometo de etidio (Olive e Bean, 1999).

E uma técnica amplamente empregue na tipagem bioquimica e molecular (Olive e
Bean, 1999) de bactérias, sendo considerada o método gold standard. Contudo, um dos
factores que limita o seu uso é o tempo (Olive e Bean, 1999; Ferris et al., 2004). Para uma
analise completa sdo necessarios, normalmente, dois a trés dias (Olive e Bean, 1999).
Outro dos constrangimentos desta metodologia tem exactamente que ver com o facto de
serem necessarias grandes quantidade de ADN para a sua realizacdo. Tal implica, segundo
Ferris et al. (2004), a cultura das amostras, o que (para além do tempo do método per si),

impede uma rapida analise da amostra em questéo.

3.2.2.1 Pulsed - field Gel Electrophoresis e Giardia lamblia

A aplicacéo da técnica de PFGE a tipagem de G. lamblia remonta aos anos 80 do
século passado.

Adam, et al. (1988), descreveram dos primeiros artigos disponiveis na bibliografia
sobre tipagem molecular de G. lamblia. Para tal, empregaram PFGE em seis isolados:

cinco humanos e um de gato, tendo, concluido pela semelhanca de varios fragmentos de
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restricdo, o que implicava, para os autores, que, nos trofozoitos de G. lamblia, existiam
conjuntos de cromossomas intimamente relacionados.

Korman, et al. (1992) empregaram esta mesma técnica na analise de 22 isolados
humanos recolhidos segundo 0s seguintes critérios: isolados obtidos a partir do mesmo
individuo, durante um determinado periodo de tempo (infec¢do recorrente); isolados
obtidos a partir de quistos e trofozoitos recolhidos, simultaneamente, do mesmo individuo;
isolados obtidos a partir de individuos que mantinham contacto proximo. Todos o0s
isolados foram recolhidos na mesma darea geografica. Os autores conseguiram,
eficazmente, separar diferentes bandas nos referidos isolados. Com este estudo, Korman et
al. (1992) esperavam contribuir para a resolucdo de questdes inerentes a infeccdes
recorrentes e para um conhecimento mais aprofundado dos padrbes de transmissdo de G.
lamblia em diferentes locais geogréaficos.

Sarafis e Isaac — Renton (1993) desenvolveram uma metodologia, a época,
inovadora, para a identificacdo e tipagem de G. lamblia. Ap6s recolha das amostras (de
origens humana, animal e ambiental, obtidas na sequéncia de surtos numa cidade
canadiana), elas foram sujeitas a purificacdo e os quistos de G. lamblia obtidos foram
desenquistados. Os trofozoitos foram, entdo, sujeitos a lise, sendo 0s produtos de
electroforese obtidos por PFGE.

A metodologia descrita por Sarafis e Isaac — Renton (1993) tinha uma duracdo de
quatro dias, tempo considerado, na altura, perfeitamente aceitavel, sendo mesmo
considerada, pelos autores como uma técnica “pratica”. Os autores referem que a técnica
de PFGE por si descrita foi capaz de efectuar a distingdo entre os isolados provenientes de
locais epidémicos e os de locais ndo epidémicos e, também, entre os isolados de referéncia.

Consideravam, apesar do descrito, que o desenvolvimento de técnicas que
empregassem pequenas quantidades de ADN, como o PCR, retiradas de quistos poderiam
trazer inimeras vantagens, devendo, portanto, ser alvo de futuros estudos (Sarafis e Isaac —
Renton, 1993).

3.2.3 Random Amplified Polymorphic Deoxyribonucleic Acid

A técnica Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), também conhecida por
arbitrarily primed PCR (Monis e Andrews, 1998; Monis et al., 2002) detecta dois tipos de

variagdes: no comprimento de ADN entre dois locais de ligacdo de primers e na variacéo
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da sequéncia, na regido entre primers, ou seja, na regido amplificada (Xu, 2006). Emprega
um ou uma conjugacdo de primers (Monis et al., 2002), para permitir a amplificacdo de
segmentos aleatorios do genoma (Singh, 1997; Olive e Bean, 1999; Monis et al., 2002).

Os fragmentos resultantes sdo separados por electroforese num gel de agarose
(Olive e Bean, 1999; Monis et al.,, 2002), resultando, normalmente, num padrdo
caracteristico (Singh, 1997; Olive e Bean, 1999), vulgarmente interpretado através de uma
abordagem zimodeme (Monis et al., 2002). Esta é uma técnica amplamente empregue na
analise do nivel de variacdo de estirpes em inimeros parasitas (Monis e Andrews, 1998;
Monis et al., 2002) podendo, quando usados multiplos primers, apresentar uma elevada
sensibilidade na variagéo entre isolados (Xu, 2006).

Contudo, esta técnica apresenta algumas limitagdes, nomeadamente no que
concerne a sua reprodutibilidade (Monis et al., 2002; Xu, 2006), que pode ser afectada por
diversos factores, entre os quais: a qualidade do template de ADN (Singh, 1997; Monis e
Andrews, 1998; Monis et al. 2002) (a presenca de ADN exd6geno, 0 que seria espectavel
em amostras de campo, pode introduzir artefactos (Monis e Andrews, 1998; Monis et al.,
2002), o que pode prejudicar a andlise); as condicdes da reaccdo (Olive e Bean, 1999;
Monis et al., 2002; Xu, 2006), em que pequenas diferengas que afectem a ligacdo do(s)
primer(s) podem impedir o0 annealing (Monis et al., 2002) ou conduzir a variabilidade nos
padrdes das bandas (Olive e Bean, 1999); as variacdes nos reagentes ou equipamentos
usados para a amplificacdo (Monis e Andrews, 1998; Monis et al., 2002). Estes problemas
podem ser minimizados standardizando procedimentos, equipamento e reagentes em todas
as estirpes analisadas (Xu, 2006). Outra desvantagem desta técnica prende-se com a
inespecificidade do(s) primer(s) empregue(s) (Olive e Bean, 1999), uma vez que €
amplificada uma regido aleatéria do genoma (Monis et al., 2002) e com o facto de bandas
com a mesma mobilidade electoforética poderem ndo partilhar a mesma sequéncia,
problema, este, que pode ser comum em estudos inter — especificos (Xu, 2006). H4,
também, a referir a impossibilidade na distin¢do entre gendtipos homozigéticos para o
alelo dominante e heterozigéticos (em organismos diploides) o que conduz a que, segundo
Xu (2006), os dados obtidos pela técnica de RAPD ndo sejam, genericamente, os ideiais
para efectuar inferéncias sobre a histdria da populacdo genética de organismos diploides.
Monis e Andrews (1998), ja haviam posto em causa a validade desta técnica na efectuagédo
de inferéncias filogenéticas. Estes autores referem que a perda ou aquisi¢éo de bandas pode
verificar-se atraves de diversos mecanismos, que vdo desde a mutacdo do local de ligacdo

de um primer até a inser¢des ou delec¢des que alteram o tamanho do fragmento. A base de
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cada polimorfismo genético detectado por RAPD ndo é, normalmente, determinada, sendo,
entdo, possivel que alguns dos caracteres possam violar pressupostos basicos para a analise

filogenética, como a homologia e independéncia dos caracteres (Monis e Andrews, 1998).

3.2.3.1 Random Amplified Polymorphic Deoxyribonucleic Acid e Giardia

lamblia

Quer a andlise por RAPD quer por microssatélites (descrita seguidamente) parecem
ser instrumentos Uteis na diferenciacdo e identificacdo de isolados de G. lamblia (Monis e
Thompson, 2004). A primeira parece ter um poder discriminatério semelhante (Monis e
Thompson, 2004) ou mesmo superior (Paintlia et al., 1999) a analise isoenzimatica. Esta
ultima suposicdo baseia-se num estudo elaborado por Paintlia et al. (1999), no qual se
efectuou a caracterizagdo molecular de G. lamblia, através de RAPD e analise
isoenzimatica. Os autores concluiram que o emprego de RAPD pode ser mais vantajoso,
uma vez que esta técnica apresentou um maior poder discriminativo. Contudo, referem ser
necessarios estudos em maior numero e profundidade para que tal possa efectivamente ser
afirmado (Paintlia et al., 1999). Morgan et al. (1993), caracterizaram 14 isolados de G.
lamblia, por RAPD, comparando os resultados obtidos com analises isoenzimaticas feitas
nos mesmos isolados. Estes autores suportam a suposicdo feita supra, concluindo pela
correlacdo do poder discriminatério dos dois métodos de caracterizacao.

Relativamente & aplicacdo Unica de RAPD como método de caracterizacdo
molecular e tendo em conta a bibliografia consultada podem referir-se os estudos de
Pelayo et al. (2003), Sedinova et al. (2003) e Ravid et al. (2007).

Pelayo et al. (2003), caracterizaram 18 isolados humanos, obtidos em creches,
agrupando-os em seis grupos distintos (gene clusters), demonstrando a existéncia de uma
boa correlacéo entre as caracteristicas genéticas dos isolados e os comportamentos clinicos
e epidemioldgicos. No que concerne aos primeiros, por exemplo, verificou-se, nos isolados
caracterizados, uma clara distingdo entre a presenca de sintomatologia (nomeadamente
diarreia) e o gene cluster (aos clusters um, dois e seis pertenciam 0s isolados cujos
individuos apresentavam diarreia) (Pelayo et al., 2003). Os autores consideram RAPD uma
ferramenta eficaz na determinacdo da distancia genética entre isolados de G. lamblia
(Pelayo et al., 2003), podendo, assim, ser empregue como um instrumento na construgao

de arvores filogenéticas, referindo, tambem, a potencialidade do emprego desta técnica em
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estudos de epidemiologia molecular (Pelayo et al., 2003). Sedinova et al. (2003)
confirmaram a utilizagdo da analise por RAPD em estudos genealdgicos, contrariando,
assim, o descrito por outros autores (ver subcapitulo 3.2.3). Sedinova et al. (2003)
analisaram 25 isolados de origem humana e animal, tendo, apés RAPD e anélise
filogenética, identificado trés grandes grupos de isolados, correspondentes as Assemblages
A, B e E (ver capitulo 4).

Um estudo mais recente, elaborado por Ravid et al. (2007) também empregou a
analise por RAPD e posterior constru¢cdo de dendogramas. Estes autores analisaram 24
amostras clinicas obtidas e isoladas entre 1997 e 2001, na Colémbia., tendo identificado
todos os isolados como pertencentes & Assemblage A (ver capitulo 4).

3.2.4 Microssatélites

Microssatélites sdo pequenos elementos repetitivos (dois a quatro nucleétidos de
comprimento) localizados ao longo da maioria dos microrganismos (Monis et al., 2002).
Estudando a variacdo do tamanho de loci de microssatélites é possivel fornecer marcadores
para a identificacdo de estirpes (Monis et al., 2002). A referida variacdo, devida a
diferencas no nimero de copias da repeticdo e causada pela separacdo da ADN polimerase
durante a replicacdo € normalmente detectada por PCR, através do emprego de primers que
flanqueam as repetices. A reaccido de PCR segue-se uma electroforese num gel de
gradiente de poliacrilamida. Segundo Monis et al. (2002), os microssatélites tém sido
empregues para determinar o nivel de variacdo entre diferentes estirpes do mesmo
organismo e, também, para estudos que versam a estrutura populacional de

microrganismos.

3.2.4.1 Microssatélites e Giardia lamblia

Thompson e Monis (2004) sugeriram uma possivel explicacdo para a pouca
utilizacdo desta técnica no estudo de Giardia: a inexisténcia de estudos, até a data, que se
versassem sobre a estabilidade das regifes que constituem os microssatélites. Tal mostra
ser importante, tendo em conta o estudo de Upcroft e Upcroft (1994), que revelou que estas

regibes possuem uma grande variabilidade. Thompson e Monis (2004) referem como

19



importante a elaboragédo de estudos sobre a estabilidade destes marcadores, a longo prazo,

antes que eles possam ser amplamente empregues em estudos epidemolégicos.

3.2.5 Restriction Fragment Lenght Polymorphism

A técnica de Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) (normalmente
precedida de uma reaccdo de PCR, passando, entdo, a designar-se por PCR — RFLP; Figura
2) detecta ligeiras variagfes num gene em que a substituicdo de uma base azotada implica
a digestdo por uma enzima de restrigdo ou a sua aboligéo (Singh, 1997). Emprega enzimas
de restricdo® que possuem sequéncias de reconhecimento especificas, sendo, entdo,
amplificada uma regido especifica de ADN (Olive e Bean, 1999) ou mais regides
(dependendo do numero de enzimas de restricdo empregues e da(s) regido(bes) que elas
reconhecem). A escolha da enzima de restri¢cdo vai depender do marcador polimdrfico que
estd em estudo e dos primers empregues na amplificacdo por PCR (Singh, 1997). Os
produtos amplificados sdo digeridos com a(s) enzima(s) (Singh, 1997; Monis et al., 2002)
usada(s) na reaccao e analisados por electroforese em gel de agarose (Olive e Bean, 1999;
Monis et al., 2002) ou poliacrilamida (Olive e Bean, 1999). Os padrfes de bandas séo
visualizados através da coloracdo do gel com, por exemplo, brometo de etidio (Olive e
Bean, 1999). A presenca ou auséncia de um local de restricdo fornece informacéo indirecta
acerca da sequéncia de ADN, permitindo a discriminacdo dos produtos amplificados
(Monis et al., 2002).

RFLP é considerada uma técnica simples, rapida e com a capacidade de reflectir o
nivel de discriminacdo genotipica obtida na sequenciacdo. Possui, também, a vantagem de
poder detectar e identificar a presenca de gendtipos mistos (Read et al., 2004) numa

amostra.

2 Enzimas de restricdo (ou endonucleases de restricdo) sio uma classe de enzimas bacterianas que cortam e
digerem o ADN somente quando em presenca de sequéncias especificas de quatro ou mais bases azotadas
(Singh, 1997)
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Polimorfismo
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- —— Local de restricéo
PCR primers
PCR  com
emprego de Electroforese em gel de agarose I 1 3
enzimas de
restricdo

Figura 2. Esquema de Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (Adaptado de Brown, 2002)

A principal limitacdo desta técnica prende-se com o0 seu menor poder
discriminatorio, quando comparado com outros métodos, como PFGE, devido,
principalmente, a pequena regido do genoma que € estudada (Olive e Bean, 1999).

3.2.5.1 Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length

Polymorphism e Giardia lamblia

Um dos primeiros estudos baseados em ADN descritos na bibliografia foi o
realizado por Nash et al. (1985), no qual foi examinado, por RFLP, o ADN de 15 isolados
humanos e animais de G. lamblia. Apds coloracdo com brometo de etidio e electroforese
foi possivel detectar dois grandes grupos de isolados. Nash et al. (1985) reconheceram que
as culturas axénicas podem ndo ser representativas das populac@es infectantes naturais, o
que ndo parece ser tido em conta por artigos mais recentes (Thompson e Monis, 2004),
apesar de o método de isolamento aparentemente ndo conduzir a altera¢cdes no padrdo de
ADN (Nash, et al., 1985).

Alguns anos mais tarde, Ey et al. (1992) analisaram por RFLP e Southern blot® dez
isolados axénicos de G. lamblia, tendo identificado dois grandes grupos genéticos (que

empregaram na classificacdo dos isolados), que correspondiam aos definidos por Andrews

® O método de Southern blotting é empregue com os objectivos de detectar e identificar fragmentos
especificos de ADN, implicando, genericamente, a digestio do ADN com enzimas de restricdo, a sua
separagdo por electroforese num gel de agarose e desnaturacdo com solucGes alcalinas, a transferéncia do
material genético para uma membrana de nylon ou nitrocelulose, a sua imobilizagdo (por exemplo através do
uso de altas temperaturas), a pré — hibridacdo com sondas marcadas (por exemplo, radioactivamente),
lavagem, deteccdo e, opcionalmente, remog¢&o da sonda e nova hibridagdo (Weaver, 2005).
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et al. (1989) (ver subcapitulo 3.1.1). Em estudos subsequentes, Ey et al. empregaram a
analise por RFLP para classificagdo de diferentes isolados de G. lamblia nos definidos
grupos geneticos | e 11 (ver capitulo 4) e num novo grupo, por Ey et al. denominado novel
livestock (Ey et al., 1997), presente, aparentemente e segundo 0s autores em mamiferos da
Ordem Artiodactyla.

Monis et al. (1996) identificaram e classificaram 40 isolados de G. lamblia,
empregando RFLP no gene glutamato desidrogenase (gdh), demonstrando, pela primeira
vez, a equivaléncia entre os isolados polaco e belga, descritos por Homan et al. (1992) e as
Assemblages A e B, descritas por Mayrhofer et al (1995) (ver subcapitulo 3.1.1.).

Sdo inumeros os estudos presentes na bibliografia que empregam o RFLP como
método principal para a classificacdo molecular de G. lamblia, sendo esta a técnica com
base em ADN mais frequentemente descrita no que concerne a aplicacdo das técnicas de
diagndstico e caracterizacdo moleculares a G. lamblia. Entre estes podem referir-se os de
Karanis e Ey (1998); Homan et al. (1998); Amar et al. (2002); Caccio et al. (2002); Read
et al. (2004); Aydin et al. (2004); Bertrand et al. (2005); Sousa et al. (2006); Yason e
Rivera (2007); Gelanew et al. (2007); Cordon et al. (2008); Minivielle et al. (2008); Abdel
— Moneim e Sultan (2008); Ajampur et al. (2009). A grande maioria destes estudos
centrou-se na genotipagem de isolados humanos (Thompson e Monis, 2004) de G. lamblia.

Karanis e Ey (1998) genotiparam, por RFLP de genes codificantes de antigénios e
proteinas de superficie (respectivamente, tsa417 e tspl1), 15 isolados axénicos recolhidos
na Alemanha, oriundos de fezes de hospedeiros humanos e animais. Dos isolados
genotipados, a grande maioria (13), pertencia a Assemblage A, sendo o0s restantes
classificados como pertencentes a Assemblage B (Karanis e Ey, 1998).

Considerando e reiterando o proposto por Nash et al. (1985), no que concerne a
possivel selectividade genética dos métodos de isolamento e axeniza¢do, Homan et al.
(1998) propuseram uma metodologia para a genotipagem de G. lamblia directamente a
partir de quistos, presentes em pequenas quantidades em amostras fecais, que produziu
resultados consistentes com outros ensaios de genotipagem (Homan et al., 1998),
dividindo, também, as amostras em Assemblage A (com sub grupos | e Il) e Assemblage B
(Homan et al., 1998).

Alguns anos mais tarde, em 2002, Amar et al., propuseram uma outra metodologia,
também com o mesmo objectivo genérico: genotipar G. lamblia em amostras humanas. As
primeiras diferengas encontradas prendem-se com a capacidade desta metodologia para

detectar o organismo, para além da genotipagem e com o gene alvo: triosefosfato
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isomerase (tpi) e ndo gdh. O ensaio consistia na realizagdo de um heminested* PCR,
seguido de RFLP com alvo no gene tpi (Amar et al., 2002). Os autores genotiparam G.
lamblia eficazmente em amostras de fezes totais e de esfregacos corados (91 e 59%,
respectivamente), recolhidos no Reino Unido. Foram, assim, identificadas com seguranca
estirpes das Assemblages A e B, com a respectiva diferenciacdo em grupo | e Il, na
Assemblage A (Amar, et al. 2002). Em trés amostras foram genotipados, simultaneamente,
0S grupos genéticos A (mais especificamente A IlI) e B (Amar et al., 2002), o que €
indicativo de uma infeccdo mista. Este facto pode dever-se, segundo os autores, a ingestdo
de fontes contaminadas com misturas heterogéneas de parasitas, como por exemplo, agua
contaminada por esgotos ou sujidade.

Caccio et al. (2002) também descreveram a implementacdo de uma nova
metodologia para a genotipagem de G. lamblia, também directamente a partir de amostras
fecais. O gene alvo foi o g — giardin, um dos codificantes de uma familia de proteinas
estruturais descritas como especificas de G. lamblia, as giardinas. Apés PCR — RFLP, foi
possivel genotipar 30 amostras de fezes totais recolhidas em Italia, sendo classificadas seis
amostras como pertencentes ao grupo genotipico B. As restantes pertenciam a Assemblage
A (Caccio et al., 2002).

Read et al. (2004) desenvolveram uma metodologia que permitia ndo apenas a
discriminacdo entre os genotipos infectantes dos seres humanos (ver capitulo 4), mas de
todos os sub grupos genéticos (Read et al., 2004), conhecidos até entdo, empregando PCR
— RFLP, no gene alvo gdh. Foi, assim, possivel, directamente a partir de amostras fecais e
de outras originarias de cultura celular, genotipar 69 isolados humanos e animais (23
humanos e o0s restantes animais), originarios da Australia. Esta nova ferramenta de
diagnostico e genotipagem foi considerada pelos autores como sensivel e especifica,
podendo fornecer a comunidade cientifica valiosas informacdes no estudo epidemioldgico,
por exemplo, no acompanhamento de isolados ao longo de um periodo de tempo, em
situacOes de surto, em familias ou em populacdes restritas, como creches e jardins-de-
infancia (Read et al., 2004).

No mesmo ano, Aydin et al. (2004) caracterizaram 56 isolados humanos de G.
lamblia (44 de amostras fecais — 20 de pacientes sintomaticos e 24 de pacientes
assintomaticos — e 12 de aspirados duodenais — 6 de pacientes sintomaticos e 6 de

* A técnica de nested PCR implica que dois pares de primers sejam empregues num Gnico locus; o primeiro
primer amplifica normalmente, como em qualquer PCR classico; o segundo liga-se dentro da zona do
primeiro produto de PCR, produzindo um produto de PCR menor que o anterior; com esta abordagem
aumenta-se a sensibilidade e especificidade do ensaio (Roux, 1995).
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pacientes assintomaticos). Este estudo foi inovador, uma vez que foi o primeiro, presente
na bibliografia consultada, realizado num elevado ndmero de amostras, no qual foi
encontrada uma relacdo estatisticamente significativa entre o genotipo de G. lamblia e
asintomatologia apresentada pelos pacientes (Aydin et al., 2004). Foram recolhidas, na
Turquia, amostras de individuos sintométicos e assintomaéticos para a infeccdo de G.
lamblia. Das 20 amostras fecais de individuos com sintomatologia, 17 foram classificadas,
apos PCR — RFLP, como pertencentes a Assemblage A, sendo, as restantes da Assemblage
B. Dentro do grupo de individuos assintomaticos, 22 possuiam parasitas do grupo
genotipico B, pertencendo as restantes amostras ao grupo A (Aydin et al., 2004). No que
concerne aos aspirados duodenais de individuos com sintomatologia e, uma vez mais, apds
PCR — RFLP, a Assemblage A foi identificada em cinco das seis amostras, sendo apenas
uma amostra da Assemblage B. Nos isolados assintomaticos, cinco das seis amostras
pertenciam ao grupo genotipico A (Aydin et al., 2004). Os resultados apresentados
revelam, segundo os autores, uma relacdo estatisticamente significativa entre o gendtipo A
e a infeccdo sintomatica, demonstrando-se, assim, uma correlacdo entre a patologia e o
gendtipo (Aydin et al., 2004).

Bertrand et al. (2005) desenvolveram uma outra metodologia de PCR — RFLP para
deteccdo e genotipagem de G. lamblia. A inovacdo destes autores centra-se na
demonstracdo que o0 gene tpi pode ser eficazmente empregue na genotipagem de G.
lamblia, sendo mesmo considerado como melhor adaptado que o gdh para uma eficiente
discriminacdo entre os dois grupos genotipicos major (Bertrand et al., 2005). Esta
conclusao é retirada pela comparacéo das aplicacGes e resultados da nova metodologia com
as descritas por Read et al. (2004) e Amar et al. (2002). Bertrand et al (2005) referem,
ainda, que métodos de deteccdo que tenham como alvos loci com um elevado grau de
polimorfismo, como € o caso de tpi, podem ser extremamente (teis quando se estd perante
uma fonte de contaminagdo comum.

Relativamente a caracterizagcdo genética dos isolados de G. lamblia, aplicou-se a
metodologia de PCR — RFLP desenvolvida nas 41 amostras (26 de casos esporadicos, em
Franca e 15 de soldados franceses em servi¢o na Costa do Marfim). Bertrand et al. (2005)
observaram que a maioria dos isolados de casos de giardiose esporadica pertencia ao grupo
B (16 dos 26 casos; destes, oito amostras foram classificadas como Blll e as restantes
como BIV). Os restantes, foram classificados como pertencendo ao grupo genotipico A,
todos eles subgrupo Il (Bertrand et al., 2005). Dentre os 15 casos de giardiose

diagnosticada nos soldados franceses, foi possivel efectuar uma detec¢do e genotipagem

24



eficaz em 14 dos casos, sendo todas as amostras classificadas como Blll, o que, segundo
Bertrand et al. (2005) confirma a hipo6tese de uma fonte comum de contaminacéo.

Sousa et al. (2006) sdo responsaveis pela primeira caracterizacdo genética de
isolados de G. lamblia, em Portugal. Foram aplicadas as técnicas de PCR — RFLP (gene
alvo tpi) e sequenciacdo (ver subcapitulo 3.2.6) do gene B — giardin, em amostras
recolhidas no Norte e Centro de Portugal. No que diz respeito a analise por PCR — RFLP,
todos os isolados eficazmente amplificados pertenciam a Assemblage A (Sousa et al.,
2006). Apenas nos isolados oriundos da regido Centro do pais se detectaram amostras do
subgrupo All (cinco isolados), sendo todos os outros (sete isolados) pertencentes ao
subgrupo Al (Sousa et al., 2006). A sequenciacdo do gene B — giardin foi eficaz em 25 das
29 amostras analisadas, revelando que todas as amostras pertenciam ao geno6tipo Al (Sousa
et al., 2006). Sousa et al. (2006) focam a uniformidade de resultados genotipicos nas
amostras do Norte do pais (todas elas pertencentes ao genotipo Al), levantando uma
hipdtese de explicacdo: todas as amostras fecais eram oriundas do mesmo laboratério
clinico, vivendo os pacientes em locais geograficamente préximos. Outra explicacdo
poderia ser, tal como levantado por Bertrand et al. (2005), para o caso dos soldados
franceses, a exposicdo a uma mesma fonte de contaminacdo (ou similar). Sousa et al.
(2006) fazem também referéncia a prevaléncia do potencial zoondtico nesta regido do pais,
apesar de ndo apresentarem justificacdo para esta afirmacéo.

Yason e Rivera (2007) empregaram a metodologia descrita por Amar et al. (2002)
para caracterizar 133 amostras fecais recolhidas nas Filipinas. Destas, 115 pertenciam a
Assemblage B (encontrando-se, também amostras pertencentes a Assemblage A, subgrupos
I e Il e amostras mistas) (Yason e Rivera, 2007). De referir que todas as amostras
provinham de individuos assintomaticos ou, pelo menos, sem sinais de diarreia aquando da
recolha (determinacdo feita pela analise da consisténcia das fezes recolhidas) (Yason e
Rivera, 2007). Apesar de ndo referido pelos autores, estes dados parecem suportar 0s
obtidos por Aydin et al. (2004), no que concerne a correlacado entre sintomatologia e
genotipo.

Gelanew et al. (2007), Cordon, et al. (2008), Minvielle et al. (2008), Andel —
Moneim (2008) e Ajampur et al. (2009) também genotiparam, eficazmente, G. lamblia,
empregando PCR — RFLP como técnica Unica ou em associagdo com a sequenciacdo de
ADN (Gelanew et al., 2007; Cordon et al., 2008). De referir especialmente os estudos de
Cordon, et al. (2008), Minvielle et al. (2008), Andel — Moneim (2008) e Ajampur et al.

(2009), nos quais se faz referéncia a uma possivel correlacdo entre sintomatologia e
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gendtipo. Os resultados de Cordon et al. (2008) parecem suportar os de Aydin et al.
(2005), uma vez que, no estudo realizado pelos primeiros autores, todas as amostras
genotipadas como pertencentes a Assemblage B provinham de individuos assintomaticos,
ao passo que as onze amostras identificadas como pertencentes ao grupo genotipico A
provinham, todas elas, de individuos com sintomatologia, nomeadamente diarreia (Cordon
et al., 2008). Minivielle et al. (2008) e Ajampur et al. (2009) ndo encontraram relagédo
entre a presenca (ou auséncia) de sintomas apresentados pelos individuos e sua gravidade e
0 gendtipo de G. lamblia. Por dltimo, Abdel — Moneimm et al. (2008) referem ndo haver
qualquer relacdo estatisticamente significativa entre os dois pardmetros. Apés PCR —
RFLP, os autores analisaram a possivel relacdo entre a presenca de sintomas e 0 genotipo e
entre cada um dos sintomas isoladamente e o genétipo de G. lamblia, concluindo pela

inexsisténcia de qualquer correlacdo entre o genétipo de manifestacoes clinicas.

3.2.6 Sequenciacéo de Acido Desoxirribonucleico

Apobs a amplificagdo por PCR de uma amostra de ADN (Olive e Bean, 1999),
amplificagdo, esta, realizada, somente, na regido do genoma de interesse, efectuam-se
reaccOes de sequenciacdo com os produtos amplificados. Os instrumentos que realizam a
analise automatica do ADN sdo baseados na deteccdo, em tempo real, de produtos de
reaccdo marcados fluorescentemente (Olive e Bean, 1999) com uma de quatro cores (a
cada cor corresponde um nucleétido). Uma vez completas as reacgdes de sequenciacao, 0s
quatro conjuntos de produtos sdo combinados, concentrados e colocados num gel de
poliacrilamida. Durante a electroforese estes produtos marcados fluorescentemente sao
excitados por um raio laser e, assim, automaticamente detectados (Olive e Bean, 1999). Os
dados obtidos sdo, entdo, armazenados sob a forma digital, sendo processados através de
software especifico (Olive e Bean, 1999).

A sequenciacdo de ADN deve ser dirigida para uma pequena regido do cromossoma
de um organismo, uma vez que, em termos praticos e segundo Olive e Bean (1999), a
sequenciacdo de multiplas ou longas regides do cromossoma de um organismo €
impraticavel. Assim sendo, a estrutura da regido de ADN que se quer empregar para

diferenciacdo de estirpes deve, segundo 0s mesmos autores, cumprir 0s seguintes critérios:
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- a estrutura da regido de ADN seleccionada deve consistir numa sequéncia
variavel, com flancos constituidos por regies conservadas, o que vai permitir
a amplificacdo por PCR e tipagem de todos 0s membros de uma espeécie;
- a variabilidade dentro da sequéncia seleccionada deve ser suficiente para
diferenciar vérias estirpes de uma determinada espécie;
- a sequéncia seleccionada ndo deve ser transmitida horizontalmente para
outras estirpes ou espécies.
Esta técnica (considerada, por exemplo, a gold standard na tipagem viral) apresenta
principais limitacbes o seu elevado preco e o facto de requerer analistas altamente
competentes tecnicamente (Olive e Bean, 1999) (devido a inimeros erros de leitura e

interpretacdo que podem ocorrer com analistas menos experientes).

3.2.6.1 Sequenciacio de Acido Desoxirribonucleico e Giardia lamblia

A gquantidade de informacdo disponivel sobre a sequéncia de ADN dos genes de G.
lamblia tem aumentado ao longo do tempo (Thompson e Monis. 2004). Inicialmente e
segundo Thompson e Monis (2004), a atencdo dos investigadores estava direccionada na
identificacdo de sequéncias com utilidade no diagnéstico ou na relacdo, em termos
evolutivos, de Giardia com outros eucariontes. Relativamente ao primeiro aspecto pode
referir-se 0 estudo de Weiss et al. (1992), em que se descreve uma metodologia que se
baseava na sequenciacdo do gene codificante de 18s rRNA, presente em amostras humanas
e animais. Através desta técnica, as estirpes presentes nas amostras foram eficazmente
divididas em trés grupos (Weiss et al., 1992), considerando, os autores, que a identificacdo
dos grupos genéticos de G. lamblia poderia ser Gtil em estudos sobre viruléncia,
infectividade e epidemiologia da giardiose. No que concerne a relacdo de Giardia com
outros eucariontes, evolutivamente, pode referir-se o estudo de Sogin et al. (1989) que,
através da analise da pequena subunidade de 16s rRNA concluiram que, esta subunidade,
havia mantido muitos dos tragos presentes em ancestrais eucariontes e procariontes.

Segmentos repetitivos do rRNA também foram empregues para a comparagéo tanto
entre isolados de G. lamblia como entre as diferentes espécies de Giardia. Dentre a
bibliografia consultada podem referir-se os estudos de van Keulen et al. (1993), Hopkins et

al. (1997) e Sulaiman et al. (2003) (para além dos referidos no subcapitulo 3.2.5.1).
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van Keulen et al. (1993) sequenciaram a totalidade do gene codificante da 18s
rRNA de isolados de Hexamita sp., G. ardeae, G. muris, G. lamblia, comparando 0s
resultados com as sequéncias de outros eucariontes e procariontes. Através de analise
filogenética, van Keulen et al. (1993) sugeriram que G. ardeae era mais intimamente
relacionada com G. lamblia do que esta com G. muris.

Hopkins et al. (1997) caracterizaram 13 isolados humanos e nove caninos de uma
mesma localidade, através da sequenciacdo do gene codificante da pequena subunidade
ribossomal. Os isolados foram classificados em quatro grupos distintos: o grupo um e dois
apenas possuiam isolados humanos, enquanto que o trés e o quatro pertenciam a oito dos
nove isolados caninos. Um isolado canino possuia amostras ribossomais dos grupos dois e
trés (Hopkins et al., 1997). Os resultados apresentados pareciam sugerir que o potencial
para transmissdo zoondtica, entre humanos e cdes, naquela localidade, era reduzido
(Hopkins et al., 1997) (ver subcapitulo 2.4).

Sulaiman et al. (2003) desenvolveram uma metodologia com o objectivo de
caracterizar o gene tpi em G. lamblia e G. muris. Apds amplificacdo por PCR, o gene foi
sequenciado, tendo-se efectuado, seguidamente, uma analise filognética desta
sequenciacdo. Concluiu-se, entre outros, que o gene tpi poderia ser considerado como um
bom marcador filogenético para a analise da relacdo taxondmica e evolutiva de G. lamblia
(Sulaiman et al., 2003).

3.2.7 OQutras Técnicas

As técnicas seguidamente descritas possuem uma aplicacdo, até aos dias de hoje e
tendo em conta a bibliografia consultada, limitada na caracterizacdo molecular de parasitas
protozoarios, entre os quais G. lamblia. Sdo reduzidos (ou inexistentes) os estudos
publicados em que eles figuram como técnicas principais, No entanto, considera-se
relevante a sua breve descricdo, uma vez que podem, num futuro proximo, representar

alternativas vidveis na area da caracterizagdo molecular destes organismos.
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3.2.7.1 Real — time Polymerase Chain Reaction

A Real — time Polymerase Chain Reaction (Real — time PCR) foi desenvolvida no
inicio dos anos 90 do seculo passado (Monis et al., 2005), surgindo como uma inovacgéo da
tecnologia PCR, uma vez que permite a sua monitoriza¢do, em tempo real (Monis et al.,
2002). Por isso, esta técnica também é conhecida como ensaios homogéneos em tempo real
(real — time homogeneous assays) (Monis et al., 2002). Foi pela primeira vez descrita em
1993, por Higuchi et al. Contudo, s6 alguns anos mais tarde se tornou economicamente
acessivel aos laboratorios de menores dimensdes. O principio que regia a técnica inicial
consistia na inclusdo de brometo de etidio no PCR, com consequente monitorizacdo das
variacdes da fluorescéncia no final de cada ciclo (Monis et al., 2002) de PCR, através do
emprego de uma camara digital e um fluorémetro, conectado ao tubo da reac¢do (Monis et
al., 2002). Posteriormente, foram introduzidas modificagdes a técnica descrita por Higuchi
et al. (1993) que consistiam na alteracdo do corante (passou a ser empregue o SYBR Green
I) e na sua introducdo num fluorémetro/termociclador desenhado para o efeito (Monis et
al., 2002).

Comparativamente com o PCR tradicional, esta técnica apresenta vérias vantagens:

- A monitorizagdo em tempo real elimina a necessidade de deteccdo
electroforética dos produtos amplificados, simplificando o PCR quantitativo
(Monis et al., 2002); fornece, assim, todos os resultados numa andlise sem
haver necessidade de manipulacdo posterior da amostra (Monis et al., 2005);

- Permite a identificacdo do ciclo no qual se inicia a amplificacdo (conhecido
como valor Ct) (Monis et al., 2002); podem, assim, amplificar-se,
simultaneamente, padrbes conhecidos e amostras desconhecidas,
determinando o seu valor Ct e comparando com o dos padrfes; a partir dos
dados obtidos pode ser construida uma curva standard, sendo, também,
calculado o numero de templates iniciais nas amostras desconhecidas;

- O emprego de corantes intercalares permite a caracterizacdo dos produtos
amplificados (Monis et al., 2002) da anélise das suas melting curve® (Monis
et al., 2002; Monis et al., 2005), podendo ser empregue para diferenciar
fragmentos de ADN (Monis et al., 2005).

® Uma melting curve é construida com base na medicdo das alteracdes na fluorescéncia, & medida que a

temperatura sobe (normalmente dos 70 aos 95 °C) (Monis et al., 2002).
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Uma desvantagem da utilizacdo destes corantes prende-se com o facto de eles
detectarem todos os fragmentos de ADN de dupla hélice, incluindo o de produtos ndo
especificos. Em alguns casos, o problema pode ser resolvido através da aquisicdo de dados
sobre a fluorescéncia a uma temperatura que desnature os produtos inespecificos, deixando
intacto o alvo (Monis et al., 2002).

Uma éarea em que esta técnica se encontra bastante documentada é a da virologia
(Weile & Knabbe, 2009), por exemplo, na quantificacdo do Virus da Imunodeficiéncia
Humana (VIH) ou do da Hepatite C (Weile & Knabbe, 2009).

No que diz respeito especificamente ao diagnostico de parasitas intestinais,
nomeadamente de G. lamblia, o Real — time PCR é uma metodologia em franca expans&o.
Poder-se-a mesmo dizer, que, de todas as técnicas incluidas neste subcapitulo serd aquela
sobre a qual recaem o maior numero de estudos cientificos publicados, tendo em conta a
bibliografia consultada.

Verweij et al. (2003) desenvolveram uma metodologia de real —time PCR para a
deteccdo de ADN de G. lamblia em amostras fecais, comparando os resultados obtidos
com os de analise microscopica e os de imunoensaios. Tendo em conta os resultados
obtidos (uma especificidade de 100% para o real — time PCR; sensibilidade de 98%,
quando comparado com a analise microscopica), Verweij et al. (2003) concluem que a
metodologia de real — time PCR ¢é mais sensivel que a analise microscépica e tdo sensivel
guanto o imunoensaio (a sensibilidade foi, também, de 98%).

A metodologia de real — time PCR oferece a possibilidade de combinacao do ensaio
para deteccdo de G. lamblia com um similar para patogéneos como Entamoeba hystolitica
ou Cryptosporidium parvum, o que poderia alterar radicalmente a analise parasitologica de
rotina (Verweij et al., 2003).

ten Hove, et al. (2009), corroboram o referido por Verweij et al. (2003),
relativamente a maior sensibilidade de real — time PCR para a deteccdo de infeccBes por
inimeros patogéneos, entre os quais G. lamblia e C. parvum (especificamente multiplex
Real — time PCR), comparativamente com os métodos de diagnostico tradicionais, ou seja,
microscopicos. Foi, assim, efectuado, por ten Hove, et al. (2009) o diagndstico de
inimeros parasitas intestinais, entre os quais G. lamblia, empregando multiplex Real — time
PCR, em turistas e imigrantes.

O diagnostico molecular de G. lamblia, por Real — time PCR, encontra-se, também,
descrito em artigos de microbiologia ambiental, nomeadamente, na pesquisa de patogénios

em aguas pluviais (Ahmed et al., 2008).
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3.2.7.2 Nucleic Acid Sequence Based Amplifciation

A Nucleic Acid Sequence Based Amplification (NASBA) é uma técnica de
amplificacdo isotérmica, baseada na replicacdo viral, que emprega a transcriptase reversa
RNA polimerase e primers especificos para determinado alvo com uma sequéncia
promotora T7 (Monis et al., 2005). Esta combinagdo de enzimas e primers origina um
transcrito de RNA especifico e produz um fragmento de ADN com um promotor T7 que
serve como molde para a producdo de mais transcritos de RNA (Monis et al., 2005). Estes
séo, por sua vez, empregues na producgédo de mais fragmentos de ADN com promotores T7
(Monis et al., 2005).

Pelo facto de ser uma reac¢do ciclica e auto sustentavel, esta técnica também é
denominada de replicacdo de sequéncias auto — sustentavel (self — sustained sequence
replication) (Monis et al., 2005).

A NASBA é um método de amplificacdo que, apesar de estar disponivel ha quase
tanto tempo quanto o PCR, ndo tem sido amplamente empregue pelos investigadores,
provavelmente porque é dificil preparar misturas fiaveis e os Kkits disponiveis
comercialmente sdo, segundo Monis et al. (2005), relativamente dispendiosos.

Tendo em conta o ja referido supra, a NASBA é amplamente empregue na deteccao
de diversos patogénios virais. Como exemplos podem ser referidos os estudos de Chan et
al. (2008) e Brink et al. (2007) que referem a aplicabilidade desta técnica na deteccdo da
carga viral do VIH-1 no sémen e na deteccdo Papiloma Virus Humano (HPV),

respectivamente.

3.2.7.3 Ligase Chain Reaction

A Ligase Chain Reaction (LCR) é uma técnica desenvolvida entre o final da década
de 80 e o inicio da de 90 do século passado (Monis et al., 2002), pouco depois do
surgimento do PCR (Monis et al., 2005). Apresenta-se como bastante especifica para a
deteccdo sensivel, quer de ADN, quer de RNA (Monis et al., 2002).

Tal como acontece com 0 PCR, a LCR emprega uma enzima termofilica (uma
ligase (Monis et al., 2002; Monis et al., 2005), ao invés de uma polimerase — empregue no
PCR), ciclos de acidos nucleicos desnaturados e primer annealing (Monis et al., 2002).

Contudo, a LCR utiliza dois conjuntos de primers (Monis et al., 2002; Monis et al., 2005)
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(em comparagdo com o Unico conjunto empregue no tradicional PCR). Os primers do
primeiro conjunto sdo desenhados de modo a ligarem-se ao acido nucleico alvo, enquanto
que o segundo conjunto deve ser complementar do primeiro. Os primers sdo ligados
aquando do annealing (e ndo da extensdo) (Monis et al., 2002), actuando como moldes nos
ciclos sucessivos de LCR (Monis et al., 2002; Monis et al., 2005).

A amplificacdo € altamente especifica (mais do que no PCR), uma vez que a ADN
ligase € muito pouco tolerante a bases trocadas (Monis et al., 2002; Monis et al., 2005).

A principal desvantagem desta técnica prende-se com o facto de sé poder ser
empregue na deteccdo de sequéncias conhecidas, cujos fragmentos amplificados sdo
pequenos (normalmente 40 a 50 pares de bases - pb) e que ndo sdo facilmente detectados
por uma electroforese em gel de agarose (Monis et al., 2002), ndo sendo, assim, uma

técnica amplamente empregue (Weile e Knabbe, 2009).

3.2.7.4 Fluorescent in situ Hybridization

A Fluorescent in situ Hybridization (FISH) emprega sondas marcadas
fluorescentemente, que vao hibridizar alvos complementares (&cidos nucleicos), em células
inteiras, por forma a permitir a deteccdo de organismos em comunidades complexas
(Monis et al., 2005). Combina, assim, a facilidade de execucdo de rapidez dos métodos de
coloracdo com a especificidade dos métodos moleculares (Weile e Knabbe, 2009). A FISH
fornece informagéo acerca da identidade microbiana, morfologia celular e abundancia e
distribuicédo espacial das espécies alvo (Monis et al., 2005).

A principal desvantagem desta técnica, particularmente sentida nas amostras
ambientais, é a ligacdo inespecifica da sonda a impurezas, 0o que resulta numa
fluorescéncia de fundo excessiva (Monis et al., 2005). Este problema pode ser ultrapassado
através do emprego de beacons moleculares ou sondas fluorescence resonance energy
transfer — FRET, uma vez que estes apenas fluorescem quando ligados a sua sequéncia
alvo especifica.

Tradicionalmente, a técnica FISH é empregue em transcritos abundantes, como o
RNA ribossomico (rRNA), por forma a produzir um sinal que possa ser detectado por
microscopia de fluorescéncia (Monis et al., 2005).

A aplicacdo desta metodologia como Unica (Sunderland et al., 2007) ou associada a

outras, nomeadamente técnicas com recurso a anticorpos (Lemos, et al., 2005; Bednarska

32



et al, 2007; Graczyk et al., 2008) tem sido empregue com sucesso na identificagdo (Lemos,
et al., 2005; Bednarska et al, 2007; Sunderland et al., 2007; Graczyk et al., 2008) e
determinacdo da viabilidade (Lemos, et al., 2005) de quistos de G. lamblia em amostras
humanas (Lemos, et al., 2005), de mamiferos (particularmente pequenos roedores)
(Bednarska et al, 2007) e de aguas (Lemos, et al., 2005; Sunderland et al., 2007; Graczyk
et al., 2008).

3.2.7.5 Microarrays

Esta técnica fornece uma poderosa ferramenta para a andlise paralela de multiplos
genes e genes transcritos (Monis et al., 2005), sendo considerada mais sensivel do que a
tecnologia baseada em PCR (Monis et al., 2005). Implica a extraccdo de ADN ou RNA
mensageiro e conjugagdo com fluordéforos especificos. Estes feixes de oligonucledtidos ou
ADN complementar sdo colocados numa lamina, para observacdo microscopica, ou
sintetizados num chip de silicone. Por forma a aumentar a sensibilidade, as amostras sdo
frequentemente pré amplificadas por PCR (Monis et al., 2005).

O seu emprego na area do diagndstico, em termos microbioldgicos, ainda estad numa
fase inicial. Contudo, o nimero de aplicacbes tem vindo a aumentar (Weile & Knabbe,
2009). Uma éarea com grande potencial €, segundo Weile & Knabbe (2009), a da
genotipagem de resisténcias, se se tiver em consideragdo que a resisténcia fenotipica é,
frequentemente, resultado de uma série de alteracBGes genéticas, o que implica a existéncia
de métodos de deteccdo paralelos e complexos (Weile & Knabbe, 2009), nos quais 0s

microarrays se inserem como possivel técnica de eleicéo.

3.2.7.6 Universal Arrays

Esta técnica, baseada nos microarrays, explora as propriedades do LCR,
empregando sequéncias unicas, denominadas ZipCode. Cada um destes oligonucleotideos
é localizado numa especifica zona, num microarray (Monis et al., 2005). O ensaio de LCR
é desenhado de modo a que o primer 5’ seja marcado fluorescentemente na sua terminagao
5’ e que o primer 3’, ligado ao anterior, possua a sequéncia ZipCode complementar na sua

terminagdo 3’. Os produtos de ligagdo, gerados apenas pela presenga de um template
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especifica, contém tanto a sequéncia marcada fluorescentemente como a sua ZipCode
complementar, 0 que permite a sua deteccdo através de universal arrays (Monis et al.,
2005). Segundo Monis et al. (2005), estamos perante uma técnica bastante promissora no
que concerne a pesquisa de multiplos patogénios, tendo sido empregue para discriminar

entre bactérias e identificar virus.

3.2.7.7 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é um método analitico (Alvarez — Barrientos et al., 2002) que
permite a rapida diferenciacdo e contagem de células, baseando-se no seu tamanho,
complexidade interna e fluorescéncia (Monis et al., 2002). As células ou particulas sdo
suspensas num fluido, emitindo sinais quando atravessam, individualmente, um feixe de
luz. Tendo em conta que as medicbes de cada particula ou célula sdo medidas
separadamente, os resultados apresentam as caracteristicas citométricas cumulativas
individuais (Alvarez — Barrientos et al., 2002). Esta técnica possui uma particularidade
bastante importante em termos analiticos, que é a capacidade para medir parametros
celulares maltiplos (citometria de fluxo analitica (Alvarez — Barrientos et al., 2002) e
analisar populacdes mistas, 0 que aumenta a quantidade de informacdo passivel de ser
recolhida a partir de uma amostra celular, permitindo, por exemplo, aferir sobre a resposta
destas comunidades a diferentes agentes antimicrobianos (Alvarez — Barrientos et al.,
2002). Poderia, ainda segundo os mesmos autores, também, ser aplicada ao estudo da
resposta imunitaria em pacientes, na monitorizacdo do seu estado clinico, apos
administracdo de antimicrobianos e na detec¢éo de anticorpos especificos.

Na area parasitologica, e segundo Alvarez — Barrientos et al. (2002), esta técnica
tem sido essencialmente empregue na elaboracao de testes de susceptibilidade de parasitas
a diferentes medicamentos, incluindo antiparasitarios.

Especificamente aplicados a G. lamblia, ja existem alguns estudos publicados,
dentre os quais o de Barbosa et al. (2008), no qual é descrito um protocolo (sujeito a
optimizagédo) de deteccdo deste parasita, por citometria de fluxo. Os autores referem que,
apesar da optimizacdo do protocolo ter sido feita para amostras ambientais (nomeadamente
aquaticas), a mesma também pode ser empregue no diagndstico de G. lamblia em amostras

fecais, apds concentragdo quistica e filtracdo (Barbosa et al. 2008)
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4. Classificagdo Molecular de Giardia lamblia

Os ensaios de caracterizagdo molecular permitiram distinguir as espécies de Giardia
em, pelo menos, sete grupos genéticos (Tabela 3). Estes grandes grupos, bastantes distintos
entre si, podem mesmo representar, segundo Thompson e Monis (2004), espécies distintas
(apesar de ainda tal ndo se perceber se corresponde a realidade).

Existe, também, uma subestruturacdo peculiar em cada uma das Assemblages
(Thompson e Monis, 2004). De facto, a maioria dos grupos genéticos parece possuir
hospedeiros distintos (por exemplo, a Assemblage C possui como hospedeiros caes) ou
possui um grupo hospedeiro bastante limitado (por exemplo, a Assemblage E esta limitada
a animais de criacdo em quintas ou agricola com cascos, como cavalos). Assim, somente
duas destas Assemblages (Thompson e Monis, 2004) parecem ser infectantes para os seres
humanos: A e B, uma vez que todos os isolados humanos caracterizados geneticamente séo
classificados como pertencendo a um destes dois grupos genéticos (Thompson e Monis,
2004) (ou aos dois, no caso de haver uma infeccdo mista, como relatado por Amar et al.,
2002). A Assemblage All parece possuir como unico hospedeiro o ser humano. O
subgrupo genético Al foi isolado a partir de tanto amostras humanas quanto animais
(Thompson e Monis, 2004). Segundo Thompson e Monis (2004) esta Assemblage parece
ter uma distribuicdo geogréafica mundial, sendo frequentemente isolada nas décadas de 80 e
90 do século passado, tendo, a sua prevaléncia, vindo a decrescer. Uma explicacdo
encontrada é o facto de os primeiros ensaios de caracterizacdo molecular terem sido
baseados, como também ja foi referido supra, em culturas axénicas (ver subcapitulo
3.2.5.1).

Efectuando uma comparacdo entre os isolados caracterizados por diferentes métodos
moleculares, pode-se verificar que a Assemblage A ¢é equivalente ao grupo “polaco” de
Homan et al. (1992) e a Assemblage B equivalente ao grupo “belga” (Thompson ¢ Monis,
2004).
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Tabela 3. Grupos genéticos de Giardia (adaptado de Thompson e Monis, 2004)

Grupo Genético Hospedeiros
A Humanos e outros primatas, cédes, gatos, gado, roedores e animais
selvagens.
B Humanos e outros primatas, cées.
C Caes.
D Caes.
E Gatos.
F Gado e animais de criacdo com casco.
G Ratos.

A necessidade da revisdo da taxonomia de Giardia ja havia sido levantada por
Thompson e Monis (2004), sendo reforcada por Monis et al. (2009). Estes autores
consideram existir dois conjuntos de razfes. A primeira prende-se com a necessidade da
reorganizacdo da taxonomia em funcdo das diferencas biologicas e evolutivas em G.
lamblia, nomeadamente no que concerne a especificidade do hospedeiro (a distancia
genética entre as Assemblages A e B este a0 mesmo nivel que as que separam as outras
espécies, 0 que sugere que, a cada um destes grupos genéticos, se atribua uma diferente
designacdo em termos de espécie) (Monis et al., 2009). Os autores referem, também, ser
extremamente importante a existéncia de uma designacdo taxonémica, ja que iria aumentar
a comunicacdo efectiva a todos os niveis (Monis et al., 2009), desde o cientifico ao
politico. Monis et al. (2009) referem, também, a importancia da obtencdo de todo o
protecoma de Giardia, de modo a identificar as proteinas associadas a diferentes
caracteristicas fenotipicas, particularmente aquelas associadas ao tratamento da giardiose e
a infectividade do hospedeiro, uma vez que, tendo as ferramentas de diagnéstico molecular
contribuido de modo extremamente relevante para o conhecimento da genomica, a

protedmica deste protozoario permanece uma incognita.
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5. Objectivos

Esta dissertacdo possui como objectivo geral contribuir para um melhor

conhecimento sobre o agente causador da giardiose, em Portugal. Para tal, foram tracados

0s seguintes objectivos especificos:

Realizacdo de um estudo espidemiologico em Creches, Jardins de Infancia e
Instituicbes do 1° Ciclo do Ensino Basico da cidade do Porto (e noutros locais
considerados endémicos), para a determinacdo de diversos parasitas,
nomeadamente G. lamblia, tentando estabelecer uma correlagdo entre o0s
resultados alcancados e os de outros estudos publicados;

Caracterizacdo dos isolados obtidos por métodos moleculares de genotipagem,
nomeadamente PCR — RFLP, segundo a metodologia descrita por Amar et al.
(2002), optimizando-a. Assim, 0 objectivo seria implementar uma metodologia de

caracterizagdo molecular de G. lamblia, no Laboratorio de Investigacao.

O conhecimento da giardiose, em Portugal, é diminuto. Segundo a bibliografia

consultada, sdo muito limitados os estudos publicados sobre a caracterizagdo molecular de

G. lamblia, em Portugal. Assim, ao estudar-se um conjunto de isolados recolhidos no

territério portugués pretende aumentar-se o conhecimento sobre esta patologia no nosso

pais, dando seguimento aos estudos ja efectuados a nivel epidemioldgico e molecular.
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MATERIAL E METODOS
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1. Material

1.1 Populacéo e amostra do estudo epidemiologico

A populagdo em estudo foi constituida pelas criancas de duas Escolas Basicas do 1°
ciclo de um Agrupamento de Escolas da Freguesia de Santo lldefonso e de uma Creche e
Jardim de Infancia da mesma freguesia, no Porto e pelas criancas a frequentar a Creche e
Jardim de Infancia de um estabelecimento de ensino privado, na cidade de Viseu,
seleccionados aleatoriamente.

A amostra estudada foi de 202 individuos, 131 dos estabelecimentos de ensino da
cidade do Porto e 71 da cidade de Viseu.

1.2 Descongelamento e Manutencéo de Culturas de Giardia lamblia

Para o descongelamento e manutencdo de culturas de G. lamblia foram empregues

0S seguintes reagentes (empregues na preparacao do meio de cultura):
- BDH Laboratory Supplier: cloreto de sddio (ref. 30123);

Becton Dickinson: hidrolisado pancreético de caseina (Casitone® — lote:
142252XA);
- Fluka Biochemika: glicose monohidratada (ref. 49160);
- Merck: dihidrogenofosfato de potéssio (lote: A93473);
- Riedel — de — Haen: hidrogenofosfato de potassio (ref. 04248)

- Scharlam microbiology: estracto de levedura (ref. 7 — 079);

- Sigma: bilis bovina (ref. B3883); L — cisteina (ref. C7880); acido ascorbico
(ref. A4034); citrato férrico amoniacal (F5879); soro bovino (ref. B9433);
mistura de antimicrobianos — Penicilina G 100U/ml, Estreptomicina 0,1
mg/ml; Anfotericina B 0,25 pg/ml (ref. A5955); Kanamicna 50 mg/ml (ref.
K0254).

No que concerne a material especifico foi empregue:
- Nalgene: Sistema de ultrafiltracdo modelo DS0320;
- ALBET: Membranas filtrantes de nitrato de celulose @ 47mm, de didmetro do

poro 0,45 um;
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- Faster: Camara de Fluxo de Ar Laminar Vertical BIll modelo BHA48.

- Nikon: microscopio 6ptico E600, com dptica de contraste interferencial de
fase (DIC); Microscopio invertido, modelo Eclipse TC300, com Oéptica de
contraste Hoffman

- Isolado de referéncia ATCC 30888.

1.3 Extraccéo de Acido Desoxirribonucleico

A determinacdo do numero de trofozoitos existentes para extraccdo de ADN foi
realizada por contagem em camara de Neubauer, empregando-se, também o microscépio
Nikon modelo Eclipse E600 com optica de contraste interferencial de fase (DIC).

A extraccdo de ADN foi feita empregando o kit de extraccdo MasterPure™ DNA

Purification Kit, da Epicentre® Biotechnologies.

1.4 Polymerase Chain Reactin — Restriction Fragment Lenght Polymorphism

Os reagentes empregues para a reac¢ao de PCR - RFLP foram os seguintes:

- Invitrogen: dNTP mix (ref. 18427 — 013); Tag DNA polymerase (ref. 18038 —
026); PCR buffer (lote 420960); MgCl, (lote 431596); Agarose (ref. 15510 —
027); TBE buffer (ref. 15581 — 044); brometo de etidio, solugdo 10 mg/mL
(ref. 15585-011); Rsal (ref. 15424 — 013)

- Frilabo: primers TPIAIF, TPIBIF

- Stabvida: primers TPIAF, TPIAR, TPIBF, TPIBR

- Jena Biosciences: marcador de peso molecular (Mid range DNA ladder) (ref.
M —203)

O equipamento especifico para a reac¢do de PCR foi o termociclador My Cycler,

da Bio — Rad. O sistema de aquisi¢do de imagem foi o GenoSmart da VWR.
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2. Métodos

2.1 Estudo Epidemioldgico

Realizou-se um estudo transversal, analitico, durante os anos lectivos de 2006/2007
e 2007/2008, nas cidades do Porto e Viseu, em Escolas do 1° Ciclo do Ensino Basico e
uma Creche e Jardim de Infancia, respectivamente

Ap0s autorizagdo por parte da Direccdo Regional de Educacdo do Norte (DREN)
(Anexo 1) e da respectiva escola (Anexo 2), as criangas cujos encarregados de educacao
consentiram (Anexo 3) foi fornecido um questionario, constituido por perguntas abertas e
fechadas, que deveria ser preenchido pelos ultimos. Neste questionario (Anexo 4) eram
definidas diferentes varidveis, como sexo, idade, tipo de habitacdo e suas caracteristicas e
contacto com animais domésticos e/ou de companhia. Para além deste documento, para
pesquisa de G. lamblia, foram distribuidos, por crianga estudada, trés frascos de recolha de
fezes estéreis (com respectivas espatulas para facilitar recolha). O material fecal deveria
ser recolhido em trés semanas consecutivas, uma vez por semana, pelos cuidadores
primarios da crianca.

Foi pesquisada G. lamblia por observacdo microscépica do sedimento, apos
enriquecimento pela técnica do formol — éter (Técnica de Ritchie). Segundo o descrito por
Gillespie e Hawkey (2002), a uma pequena porcao de material fecal (cerca de 1 cm?, entre
500 mg e 1 g) foram adicionados 10 mL de uma soluc¢éo de cloreto de sodio a 0,9%. Essa
suspensdo foi filtrada por um crivo metélico e centrifugada a 650 g/minuto. Apds a
centrifugacdo, decantou-se o0 sobrenadante e lavou-se sucessivas vezes o sedimento, até o
primeiro se apresentar limpido. Seguidamente, adicionou-se 7,5 mL de uma solucdo de
formaldeido a 10% e, ap6s um periodo de repouso de cinco minutos, 2 mL de éter etilico.
Agitou-se vigorosamente, centrifugando, de seguida, a mistura a 500 g/minuto. Como
resultado desta ultima centrifugacdo (da camada superior para a inferior): camada etérea
com uma solucdo lipidica, rolhdo fecal, camada com formaldeido e sedimento com
elementos parasitarios. Apds rejeicdo das trés camadas superiores o sedimento foi
observado ao microscopio, para pesquisa de G. lamblia e outros parasitas.

Os encarregados de educacdo e/ou cuidadores primarios dos individuos infectados

eram informados por carta, na qual era(m) referido(s) qual(is) o(s) parasita(s) presente(s)
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nas ditas amostras, aconselhando-se, sempre, uma ida a0 médico, para que 0 mesmo

prescrevesse o tratamento adequado.

2.2 Descongelamento e Manutencéo de Culturas de Giardia lamblia

Os isolados de G. lamblia descongelados pertencem a uma biblioteca de isolados
recolhidos entre 1998 e 1999. Encontravam-se criopreservados a -80°C desde, dependendo
dos isolados, 1999, 2000, 2007 e 2008 (os isolados mais recentes sdo produtos de
reconstituicOes de culturas que, entretanto, foram efectuadas).

Os procedimentos de descongelamento e manutencdo de culturas axénicas de G.
lamblia foram realizados tendo em conta o descrito por Hautus et al. (1988). Assim, 0s
aliquotas de 1ml de cada um dos isolados foram descongelados em banho de agua a 37°C,
rapidamente, centrifugados a 600g/5 minutos e ressuspensos em meio TYI-S-33
modificado por Keistar (1983) (Anexo 5), em tubos estéreis de 10 ml (tubos Nunclon™
Surface), em ambiente asséptico. Seguidamente, seguiu-se novo ciclo de centrifugacéo e
ressuspensdo, apos os quais os tubos foram a incubar a 37°C.

Para a manutencdo da cultura axénica de G. lamblia, os tubos foram observados,
periodicamente, para verificacdo da existéncia de trofozoitos viaveis (aderentes as paredes
do tubo), sendo também o meio periodicamente renovado em ambiente asséptico.

O ADN foi extraido quando se atingiu a monocamada de trofozoitos em cada um
dos tubos dos isolados (média de 1,36x10° células/mL- determinacdo feita através de

contagem das células em camara de Neubauer).

2.3 Extracgéo de Acido Desoxirribonucleico

A um pellet celular com, aproximadamente, 25 uL de liquido (neste caso meio de
cultura) ressuspenso durante dez segundos, foi adicionada uma mistura de 1 pl de
Proteinase K (50 pg/ml) e 300 ul de solugdo de lise celular (cell and tissue lysis solution).
A mistura foi incubada, durante, 15 minutos a 65°C, sendo ressuspensa a cada cinco
minutos. Apds arrefecimento até 37°C foi adicionado 1 pL de RNase A e misturou-se
vigorosamente. Incubou-se, a 37°C, durante 30 minutos e, seguidamente, colocou-se em

gelo entre trés a cinco minutos. Passado este periodo de tempo, adicionou-se 175 uL do

42



reagente de precipitacdo de proteina MPC (MPC Protein Precipitation Reagent) e agitou-
se vigorosamente durante 10 segundos. Procedeu-se a uma centrifugacdo a 10 000 g/10
min., removeu-se 0 sobrenadante, descartando o pellet e adidionou-se 500 uL de
isopropanol. Misturou-se por inversdao do tubo, entre 30 a 40 vezes, centrifugou-se,
novamente, durante 10 minutos a 4°C e descartou-se 0 sobrenadante, recolhendo o pellet
de ADN. Por ultimo, lavou-se, duas vezes, o ADN em etanol a 75°, tendo o cuidado para
ndo desagregar o pellet. O ADN resultante foi ressuspenso em 35 uL. de TE buffer, no caso

de ser empregue de seguida ou armazenado a -20°C para posterior emprego.

2.4 Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Lenght Polymorphism

A metodologia de PCR — RFLP empregue foi aquela descrita por Amar et al.
(2002) optimizada. Assim, foi realizado um PCR de duas fases:

- Fase um: compreendeu uma reaccdo duplex — amplificacdo simultanea de
dois fragmentos de ADN do gene tpi: um fragmento de 576 pb (designado
TPIA) e um de 208 pb (designado TPIB) com recurso aos conjuntos de
primers TPIAF — TPIAR e TPIBF — TPIBR (Anexo 6), respectivamente; num
volume total de 30 pL misturou-se: 5 uL de ADN extraido previamente em
1XPCR buffer; 2 mM de MgCl,; cada dNTP a uma concentracdo de 0,25 mM,;
cada primer a uma concentracdo de 0,25 uM e 0,5 U de Tag DNA
polimerase; as amostras, no termociclador foram sujeitas a um ciclo inicial de
desnaturacdo (94°C durante um minuto), seguindo-se 25 ciclos de 94°C
durante 20 segundos, 54°C durante 30 segundos e 72°C durante um minuto;
por ultimo, realizou-se a extensdo a 72°C, durante 5 minutos.

- Fase dois: compreendeu duas reacgdes independentes: TPIA — PCR e TPIB —
PCR; no primeiro foi amplificado um fragmento de 476 pb do gene tpia, pelo
emprego dos primers TPIAIF — TPIAR (Anexo 2); a amplificagédo realizou-se
num volume total de 20 pL, com 10 pL dos produtos do primeiro PCR,
diluido quinze vezes em 1xPCR buffer; 1 mM de MgCl, ; cada dNTP a uma
concentragdo de 0,25 mM; cada primer a uma concentragdo de 0,3 uM ¢ 0.,5
U de Tag DNA polimerase; as amostras foram sujeitas a uma desnaturacdo
inicial a 94°C durante um minuto, seguida de 33 ciclos de 94°C durante 20

segundos, 56°C durante 30 segundos e 72°C durante um minuto, com um
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passo final, a 72°C, durante 5 minutos; a segunda reac¢do de PCR consistiu
na amplificagdo de um fragmento de 140 pb do gene tpib, através do uso dos
primers TPIBIF e TPIBR; a amplificacdo realizou-se mediante as mesmas
condicdes do PCR anterior, a excepcao da concentracdo de MgCl, na mistura
(aqui de 1,5 mM).

A anélise por RFLP foi realizada pela digestdo de 5 puL do produto de PCR TPIA
com 5 U de Rsa | em 1x buffer enzimatico, num volume final de 20 uL durante trés horas,
a 37°C.

Os produtos de PCR e os fragmentos de restricdo foram separados por electroforese
horizontal em geles de agarose de concentragdes de 1,5%, com coloragdo com brometo de
etidio e gravados por um transiluminador com sistema de aquisicdo de imagem

incorporado.
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1. Estudo epidemioldgico

Das 202 criancas que aderiram ao estudo®, 10 (4,95%) encontravam-se parasitadas
(sete (3,47%) nas instituicbes do Porto e trés (1,49%) em Viseu). Apenas uma (0,50%) se
encontrava parasitada com G. lamblia (Tabela 4). Tendo em conta que € necessaria uma
quantidade elevada de quistos na amostra fecal para que seja possivel um isolamento e
posterior axenizagdo (Cruz et al., 2003) e dado que a concentracdo de quistos na amostra

era reduzida, ndo foi possivel proceder ao isolamento.

Tabela 4. Frequéncia de elementos parasitarios observados nas criangas de Creches,

Jardins de Infancia e escolas do 1° Ciclo do Ensino Béasico das cidades do Porto e Viseu

Porto (N =131) Viseu (N=71) Total (N=202)

Parasita N % N % N %

Enterobius vermiculares 3 2,29 1 1,41 4 1,98
Enterobius vermiculares e 1 0,76 L . 1 0,50
Entamoeba coli

Entamoeba coli . . 2 2,82 2 0,99
Endolimax nana 1 0,76 L L 1 0,50
Entamoeba coli e Endolimax nana 1 0,76 L . 1 0,50
Giardia lamblia 1 0,76 . . 1 0,50
Total de individuos parasitados 7 5,34 3 4,22 10 4,95

2. Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism

Os isolados recuperados (denominados ACPT98004, ACPT98006, ACCA98007 e
ACCA98010) foram submetidos a metodologia de PCR-RFLP descrita anteriormente (ver
capitulo 2.4). Os resultados do primeiro PCR sdo apresentados de seguida (Figura 3).
Verifica-se que todas as amostras apresentam uma banda coincidente com a descrita por
Amar et al. (2002), de 576 pb. As amostras 1 e 4 (correspondentes aos isolados
ACCA98010 e ACCA98007) apresentam mais duas bandas: na zona dos 200 pb e dos

1000 pb, que ndo se encontram descritos por Amar et al. (2002).

® Foram considerados no estudo os individuos que forneceram, no minimo, duas amostras fecais. Apesar de
terem sido solicitadas trés amostras, verificou-se, em diversas vezes, a entrega de menos amostras.
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Figura 3. Separacao electroforética em gel de agarose 1,5% (com brometo de etidio) dos
produtos do PCR fase 1 optimizado, do gene tpi. (M: marcador de peso molecular Mid
range DNA ladder; 1: isolado ACCA98010; 2: isolado ACPT98004; 3: isolado
ACPT98006; 4: isolado ACCA98007; 5: isolado ATCC 30888 — controlo positivo; 6: gua

destilada — controlo negativo)

A segunda fase do protocolo foi constituida por uma segunda reac¢do de PCR em
que, separadamente, se amplificaram as zonas flanqueadas por TPIAIF-TPIAR e TPIBIF-
TPIBR, consoante a Assemblage (A e/ou B) a que cada isolado pertencesse.

Efectuado o PCR e tendo submetido os produtos a uma electroforese em gel de
agarose 1,5% (corado com brometo de etidio), verificou-se que todos os isolados
apresentaram uma banda na zona dos 500 pb, que correspondera a de 476 pb descrita por
Amar et al. (2002), ap6s amplificacdo dos produtos do primeiro PCR com o conjunto de
primers especificos para Assemblage A (Figura 4). A electroforese dos produtos de PCR
que continham, na mistura de reac¢do, o conjunto de primers TPIBIF-TPIBR néo
demonstrou a existéncia de qualquer banda descrita por Amar et al. (2002) como especifica
para a Assemblage B.

As outras bandas detectadas na primeira electroforese (200 e 1000 pb) n&o foram
detectadas nesta reacgéo.

As amostras foram, depois, sujeitas a digestdo pela enzima de restricdo Rsal, sendo
os resultados, submetidos, também, a separagdo electoforética, num gel de agarose a 1,5%
(com brometo de etidio). Pela analise do gel (Figura 5) verifica-se que duas amostras (2:
ACPT98004 e 3: ACPT98006) e o controlo positivo (amostra 5 — ATCC30888)
apresentam somente uma banda (distintiva entre sub grupos da Assemblage A), na zona dos

400 pb, que correspondera a de 437 pb descrita por Amar et al. (2002), caracteristica da
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Asemblage A, subgrupo I. A outra banda descrita pelos autores como caracteristica deste
sub grupo (39 pb) ndo foi detectada. Nas outras duas amostras (1: ACCA98010 e 4:
ACCA98007) foram duas bandas (especificas para este sub grupo genotipico) na zona dos

200 pb (mais especificamente 253 e 202 pb), caracteristicas da Assemblage A, sub grupo Il

(para além da de 39 pb, também ndo detectada). Em todas as amostras detectou-se uma
banda préximo dos 500 pb (476 pb).

Figura 4. Separacdo electroforética em gel de agarose 1,5% (com brometo de etidio) dos
produtos do PCR fase 2, do gene tpi (conjunto de primers empregues: TPIAIR-TPIAR).
(M: marcador de peso molecular Mid range DNA ladder; 1: isolado ACCA98010; 2:
isolado ACPT98004; 3: isolado ACPT98006; 4: isolado ACCA98007; 5: isolado ATCC

30888 — controlo positivo; 6: agua destilada — controlo negativo)

Figura 5. Separacdo electroforética em gel de agarose 1,5% (com brometo de etidio) dos
resultados da digestdo das amostras com Rsal. (M: marcador de peso molecular Mid range
DNA ladder; 1: isolado ACCA98010; 2: isolado ACPT98004; 3: isolado ACPT98006; 4:
isolado ACCA98007; 5: isolado ATCC 30888 — controlo positivo; 6: agua destilada —

controlo negativo)
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1. Estudo epidemioldgico

A amostra reduzida (quer em numero de elementos, quer em zonas geogréaficas)
limita, automaticamente, a interpretacdo dos dados obtidos, ndo sendo possivel extrapolar
dos resultados aqui descritos conclusdes para a zona estudada nem para todo o pais.

A seleccdo geogréfica dos locais de recolha (Porto e Viseu) prendeu-se, no primeiro
caso, com a existéncia de estudos anteriores de prevaléncia de parasitoses intestinais em
criancas do 1° Ciclo (Cruz, 2003), podendo-se, assim, estabelecer uma comparacéo entre
o0s dois estudos, distantes em seis anos. Apesar de estudos posteriores, nomeadamente o de
Almeida et al. (2006), terem sido realizados, estes ndo detalham a zona estudada (referindo
apenas, tratar-se na zona Norte de Portugal). A escolha de um estabelecimento de ensino
na cidade de Viseu esteve relacionada com o relato oral de varios casos de giardiose nessa
zona.

Cruz (2003) estudou 471 criancas que frequentavam o 1° Ciclo do Ensino Baésico,
em duas Freguesias da Cidade do Porto (Vitoria e Paranhos), referindo uma prevaléncia de
10,2 % de G. lamblia. No estudo actual, esta é de 0,76% (dados para as amostras
recolhidas na mesma Cidade, em Jardins de Infancia e estabelecimentos do 1° ciclo da
Freguesia do Bonfim). Estes dados mostram uma diminuicdo deste parasita, em criangas
em idade escolar, no Porto. Este declinio podera ser explicado por uma melhoria da
qualidade de vida das populacGes. Dados do Instituto Nacional de Estatistica (INE),
referentes ao Anuério Estatistico da Regido Norte, de 2003, indicam que a populacao
servida por sistemas de abastecimento de agua, no Concelho do Porto, era de 100%.
Apesar disso, apenas 36% da populacdo do concelho era servida por estacfes de tratamento
de aguas residuais e 76% por sistemas de drenagem de aguas residuais (Instituto Nacional
de Estatistica, 2004). Estes valores ndo garatem, naturalmente, que a agua disponivel para
a populacdes se encontrava em condi¢Oes de salubridade, o que poderia contribuir para o
disseminamento de inUmeros microrganismos, entre os quais, G. lamblia. Os dados de
Cruz (2003) referem-se a recolhas efectuadas entre 1997 e 1999. Contudo, s6 na edi¢do do
Anuério Estatistico da Regido Norte referente ao ano de 2003 é que sdo indicados dados
referentes sobre a percentagem da populacédo servida por agua devidamente tratada. Foram,
entdo, estes os dados empregues nesta comparacdo. De 2003 até 2008 (os ultimos dados
disponiveis no INE referem-se a este ano) verificou-se uma ligeira diminuicdo da

percentagem de pessoas servidas por redes de abastecimento de agua (passou-se para
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99%). Verificou-se, ao invés, um aumento significativo nos dois pardmetros subsequentes
(de 36% e 76% para 99%, nos dois casos).

Apesar de Cruz (2003) ter observado que a existéncia de parasitoses é independente
da ligacdo da casa a rede municipal de saneamento basico, a OMS refere que e tal como
também referido supra, a implementacdo de redes de saneamento e de abastecimento de
agua eficazes e que abranjam o maior nimero possivel de pessoas S&0 mecanismos
importantes para controlar a disseminacao parasitaria (World Health Organization et al.,
2008). A existéncia de um aumento no numero de pessoas servidas por uma rede de
abastecimento de aguas tratadas poderéd implicar, uma melhoria no controlo de parasitoses
diarreicas no geral e na giardiose, em particular, dai a possivel diminuicdo nos casos de
giardiose verificada do estudo de Cruz (2003) para o presente.

Um outro estudo faz referéncia a prevaléncia de G. lamblia, em individuos, no
Norte de Portugal. Almeida et al. (2006) analisaram as amostras de fezes de 190 individuos
provenientes de uma unidade de saude, tendo efectuado a deteccdo de G. lamblia através
de métodos moleculares, nomeadamente por PCR. A prevaléncia verificada foi de 3,7%.
Apesar de ser uma percentagem inferior aquela referida por Cruz (2003) (facto que
também podera ser explicado pelas razdes supracitadas) é superior a verificada neste
estudo. Neste caso, as hipoteses levantadas anteriormente podem ndo ser suficientes para
justificar esta variacdo, uma vez que o tempo gque medeia 0s dois estudos é escasso. A
justificacdo aparentemente mais plausivel prende-se com o facto de, no presente estudo, se
ter efectuado a pesquisa e identificacdo de G. lamblia microscopicamente, uma vez que se
pretendia relacionar os dados obtidos com os de Cruz (2003), onde foi empregue esta
metodologia. Por sua vez, Almeida et al. (2006) efectuaram a deteccdo de quistos de G.
lamblia através de ferramentas moleculares, nomeadamente por PCR. Tendo em conta que
este é tido como possuindo uma sensibilidade 22 vezes superior a deteccdo e identificacdo
microscopicas (Amar et al., 2004), ndo seria de admirar (como se verificou) que o estudo
de Almeida et al. (2006) apresentasse uma prevaléncia superior ao presente. Ha a referir,
por ultimo, que Almeida et al. (2006) ndo especificam com precisdo o local (ou locais) de
recolha das amostras, o que pode, constituir uma outra explicagdo para esta variagdo de
valores.

Outros factores que poderdo ter contribuido para um decréscimo nos casos
positivos dizem respeito a desparasitacdo periodica de criangas e ao papel dos animais,
nomeadamente de companhia (cées e gatos). No que concerne ao primeiro factor, verifica-

se, ainda nos nossos dias, a prescri¢do, por parte de inimeros clinicos de Medicina Geral e

o1



Familiar e Pediatria, de antiparasitarios de largo espectro, a criangas, especialmente se
estas tiverem animais de companhia. Esta prética, generalizada a todas as criangas (ou a
sua grande maioria), apesar de ndo ter documentada a sua eficécia, € corrente, verificando-
se, assim, uma automatica diminuicao dos casos de parasitas infantis.

O potencial zoondtico de G. lamblia ainda ndo esta completamente estudado, nem
se sabe, ainda, exactamente qual o papel dos animais na transmissdo aos humanos deste
parasita. Um aspecto que, a esta altura, vale a pena focar, € a possibilidade de animais de
companhia, nomeadamente cées e gatos representarem papéis activos na transmissédo de G.
lamblia. No seu estudo, Cruz (2003) estudou a relacdo entre o facto de os individuos
estarem parasitados e terem contacto com animais domésticos/de companhia, tendo
verificado que as variaveis eram independentes, ndo existindo, assim, uma relagédo
estatisticamente significativa entre elas. Traub et al. (2005), verificaram exactamente o
contrario, numa zona rural da india. N&o é, contudo, somente pelo facto de se terem (ou
nédo) animais de companhia que se pode estabelecer um contacto com eles. A circulagéo de
animais em parques e 0 contacto directo das criangas com estes ou suas fezes podem,
também, ser explicativos da transmissdo zoonoética desta parasitose. O que se verifica,
actualmente, é, ndo s6, uma alteracéo de habitos de vida de muitos individuos, que passam
menos tempo com suas familias ao ar livre, em parques, mas, também, um aumento de
alguns cuidados de higiene, por parte de donos de animais. Diversos municipios, nos seus
parques publicos, colocaram recipientes de recolha de fezes de animais. Esta pratica
podera, também, contribuir para a diminuicdo da propagacdo da giardiose (assumindo um
possivel papel de animais de companhia, nomeadamente cdes e gatos, na transmissao da
parasitose), o que poderia, também, explicar, uma diminuicdo no nimero de casos
positivos entre os estudos. Existem, entdo e tendo em conta o referido por Thompson e
Monis (2004) diversos estudos a serem realizados, por forma a verificar-se o real impacto

de animais de companhia como reservatorios de G. lamblia (ver subcapitulo 2.4).

2. Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism

Apesar de se possuirem poucas amostras para testar, optou-se por realizar a extrac¢ao
de ADN através de um kit comercial. Molina et al. (2006) estudaram e compararam
diferentes métodos de lise e extraccdo de ADN, a partir de trofozoitos de G. lamblia. As

amostras, depois de devidamente preparadas, foram lisadas e o seu ADN extraido segundo
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diferentes metodologias. Segundo estes autores, os métodos comerciais, apesar de
dispendiosos, sdo simples e produzem quantidades de ADN com um nivel de pureza
elevado, apropriado para estudos moleculares de G. lamblia.

A escolha pela técnica de diagndstico baseada em PCR, o RFLP, esteve relacionada
com o elevado nimero de artigos cientificos que o citam como técnica empregue, 0 que
esta, naturalmente, relacionado com as caracteristicas do organismo em estudo, da técnica
e suas vantagens (ver subcapitulos 3.2.5 e 3.2.5.1). Inicialmente, foi colocada a hipétese de
se efectuar o estudo molecular através de PFGE. Contudo, o nimero reduzido de artigos
encontrados e a sua antiguidade foram factores desfavoraveis. Para além disso, esta é uma
técnica que, segundo Adam (2001), tem um valor limitado para estudos de padrdes
cromossomais, devido ao seu frequente rearranjo. Desta forma, esta técnica foi excluida
deste estudo. Encontrando-se a técnica de caracterizacdo molecular escolhida, seguiu-se a
seleccdo do gene alvo. Neste caso, optou-se pelo gene tpi. Segundo Bertrand et al. (2004),
sd0 quatro os genes disponiveis para o desenho de sondas e primers de Giardia: rRNA,
efla (factor de elongacao 1A), tpi e gdh. Apesar de o primeiro ser o Unico completamente
sequenciado para cinco espécies de Giardia: G. lamblia, G. muris, G. ardeae, G. microti e
G. psicatti, o elevado valor de combinacGes citosina — guanina (C-G: 75%), torna-o pouco
apropriado para o emprego no desenho de primers e sondas. Os restantes genes s&o
sequenciados para duas (gdh) e trés espécies (efla e tpi), nas quais esta, em todos 0s casos,
incluida G. lamblia (Bertrand et al., 2004), podendo, a partida, qualquer um deles ser
empregue na sua caracterizacdo molecular. A escolha pelo gene tpi prende-se com o facto
de Bertrand et al. (2005) referirem que este gene é melhor adaptado que o gdh para uma
eficiente discriminacdo entre as duas Assemblages major de G. lamblia. Métodos de
deteccdo cujos alvos sdo loci com um elevado grau de polimorfismo, como tpi, podem ser
considerados, segundo 0s mesmos autores, como extremamente Uteis quando se esta
perante uma fonte de contaminagcdo comum. Uma outra alternativa seria empregar como
alvo, genes da familia de proteinas tidas como especificas de G. lamblia, as giardinas.
Existem, quatro genes codificados (a/ — giardin, a2 — giardin, g — giardin e y — giardin).
Caccio et al. (2002), entre outros autores, empregaram eficazmente o gene S — giardin
como alvo na caracterizagdo molecular de G. lamblia. A escolha do gene tpi, em
detrimento do g — giardin, como gene alvo da caracterizagdo molecular, residiu no maior
namero de artigos publicados que o empregavam, assumindo-se, assim, como estando
melhor estudada a sua utilizacdo. Assim, PCR — RFLP, com amplificagédo do gene tpi,

descrito por Amar et al. (2002) foi o procedimento escolhido, uma vez que e segundo 0s
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autores, é capaz de identificar com seguranca estirpes de G. lamblia das Assemblages A e
B, com a capacidade de diferenciagdo entre os sub grupos Al e All, tratando-se de uma
metodologia com elevada sensibilidade. A metodologia empregue por estes autores € um
hemi-nested PCR. Esta técnica, por si s e segundo Roux (1995) é uma forma de optimizar
um protocolo de PCR classico (este aspecto também representou um factor de elevada
ponderacdo na opc¢do por esta técnica, na pratica), uma vez que permite seleccionar, no
segundo PCR as bandas que realmente interessam e sdo identificativas da amostra em
estudo. Assim, na primeira reac¢do de PCR pode verificar-se, segundo o mesmo autor, a
presenca de bandas que foram amplificadas mas que ndo contém qualquer interesse para o
estudo, ndo sendo, portanto, identificativas da amostra em questdo. Um segundo PCR (que
amplifica produtos do primeiro PCR), em que 0s primers empregues representam
sequéncias internas as amplificadas na reaccdo inicial (nested PCR — ver subcapitulo
3.2.5.1) ou em que apenas um dos primers representa, ligando-se, o outro, a uma das
sequéncias terminais do fragmento (heminested PCR) ir4 amplificar apenas bandas de
interesse para a reac¢do e identificativas da amostra em questdo (Roux, 1995).

O protocolo descrito por Amar et al. (2002) foi optimizado, por forma a caracterizar
o melhor possivel as amostras de isolados axénicos em estudo. Os factores limitantes da
reaccdo de PCR foram sucessivamente alterados e conjugados para a optimizacdo do
procedimento. Assim, no primeiro PCR, alterou-se a concentracdo de MgCl,, de primers,
de ADN e a temperatura de annealing. Também foi alterado o volume final de reaccdo
(neste caso aumentado em todas as reacgdes de 20 para 30 pL). Uma primeira reaccao,
exactamente como descrita por Amar et al. (2002) revelou uma elevada formacdo de
dimeros nos oligonucleotideos (formacdo de primer-dimer), que se materializava por uma
banda bem visivel na base do gel (por volta dos 30 a 50 pb) e uma elevada quantidade de
material genético que ndo reagiu (verificava-se bastante arrastamento e alguma
inespecificidade). Por forma a aumentar a especifidade da reac¢do, comecgou-se por alterar
a concentracdo de primers (reduziu-se de 0,3 mM para 0,25 mM), de modo a minimizar a
ocorréncia de dimeros. Calculou-se, também, a temperatura de melting e annealing. Tendo
em conta Roux (1995), a ideal temperatura de annealing dos primers sera,
aproximadamente, inferior 5°C a temperatura de melting. Efectuados os célculos, verificou-
se que, a temperatura ideal de annealing dos primers se situava nos 55°C. O passo seguinte
foi, aumentar, a um intervalo de 2°C, a temperatura de annealing. Efectuaram-se ensaios a
52°C (temperatura descrita na artigo), a 54°C e a 56°C. Também foi efectuado um ensaio a

55°C. Nas duas Ultimas temperaturas descritas (quando eram as unicas variaveis distintivas
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entre ensaios) verificou-se ja diminuicdo da intensidade da banda apresentada, o que pode
ser explicado por uma menor capacidade de ligacdo dos primers a sequéncia a amplificar.
Fixou-se, assim, a temperatura de annealing nos 54°C. Também foram efectuados ensaios
em gue se alterou a concentracdo de MgCl,. Para que a Tag DNA polimerase possa actuar,
esta necessita de magnésio livre (Roux, 1995). Foram efecutados ensaios com variagdes na
concentracdo de MgCl, (reduziu-se de 2 mM para 1,5 e 1 mM), tendo-se concluido pela
sua manutencdo (apesar de, teoricamente, uma diminuicdo da concentracdo de magnésio
conduzir a um aumento da especificidade da reaccdo (Roux, 1995), o que se verificou foi
uma diminuigdo acentuada da intensidade da banda, mantendo-se a quantidade de ADN).
Também se alterou a quantidade de material genético em estudo, uma vez que se verificou,
no primeiro ensaio, uma grande quantidade de material por reagir, uma banda bastante
espessa e algum arrastamento. Diminui¢c6es progressivas de material genético (foram feitos
ensaios com 4 e 3 uL de ADN) tiveram resultados variaveis (dependendo de que ouras
variaveis se poderiam estar a alterar em conjunto), pelo que se optou pela sua manutencéo.
Apesar de, no resultado da primeira separacdo electroforética em gel de agarose (ver
Figura 2) se verificar uma banda um pouco espessa, teremos que pensar que este
procedimento foi pensado para ser efectuado na préatica laboratorial, com quantidades de
ADN da amostra que, obviamente, serdo variaveis. O objectivo era ter uma quantidade que
se considerasse aceitavel, independentemente da quantidade de produto inicial. Assim e
tendo em conta o referido, os parametros que foram alterados comparativamente com o
procedimento descrito por Amar et al. (2002) foi a concentragdo de primers (diminuida) e
a temperatura de annealing (aumentada).

Depois de realizada a primeira reaccdo de PCR, seguida de separacao electroforética
em gel de agarose a 1,5% detectou-se, em todas as amostas, uma banda correspondente a
descrita por Amar et al. (2002), como caracteristica do gene tpi, comprovando a presenca
de G. lamblia: 576 pb. Nas amostras 1 e 4 (isolados ACCA98010 e ACCA98007
respectivamente) detectou-se a presenca de mais duas bandas, na zona dos 1000 e 200 pb.
Estas ndo se encontram descritas em nenhum artigo, segundo a bibliografia consultada, em
que tenha sido amplificado o gene tpi, em G. lamblia, pelo que poderdo tratar-se de bandas
inexpecificas, possiveis de, segundo Roux (1995), ocorrer neste tipo de procedimemento
(assim como em qualquer PCR). Esta hipotese é cimentada com a visualizacdo do gel
resultante da segunda reaccdo de PCR (ver Figura 3), a que foram submetidos os produtos

de PCR da primeira. Aqui apenas se detecta uma banda (em todas as amostras em estudo),
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que correspondera a de 476 pb descrita por Amar et al. (2002), como presente em
individuos pertencentes a Assemblage A.

O segundo PCR também foi sujeito a optimizacdo. No PCR para amplificacdo do
fragmento de 476 pb (usando o conjunto de primers TPIAIF-TPIAR) ndo se verificou a
formacgéo de primer-dimer. Verificou-se, contudo, alguma inespecificidade, proveniente do
um excesso de material genético (uma banda bastante volumosa, com consequente
arrastamento). Foram, assim, efectuados ensaios alterando a proporcdo de ADN/PCR
buffer: de 1:10 (como esta descrito por Amar et al. (2002)) para 1:15 e 1:20, tendo-se
verificado que aquele que apresentou resultados mais satisfatorios foi o de 1:15. Quando 0s
produtos do primeiro PCR foram submetidos a uma segunda amplificagdo, como um
conjunto de primers especificos da Assemblage B ndo se verificou qualquer banda
especifica, pelo que se pode concluir pela inexsisténcia de quaisquer amostras pertencentes
ao grupo genotipico B, nem individuos que pudessem estar infectados por uma infecgéo
mista (casos em que obter-se-iam resultados positivos, para uma determinada amostra, nas
duas amplificacGes).

A inexisténcia de isolados pertencentes a Assemblage B pode, eventualmente, ser
explicada por uma possivel seleccdo celular. Nash et al. (1985) haviam reconhecido que as
culturas axénicas (como é o caso das dos isolados aqui estudados) poderiam ndo ser
representativas de populac@es infectantes naturais (ver subcapitulo 3.2.5.1). Estes dados
sdo suportados por Andrews et al. (1992). Os autores estudaram a existéncia de uma
possivel relacdo entre o crescimento axénico de culturas de G. lamblia e a seleccdo de
determinados gendtipos. Assim, Andrews et al. (1992) caracterizaram, através da
abordagem aloenzimatica (ver subcapitulos 3.1 e 3.1.1) isolados de G. lamblia: isolados
axénicos e crescidos in vivo (em ratinhos inoculados com o parasita), tendo verificado que
as duas formas de crescimento (in vitro e in vivo) seleccionam distintamente isolados.
Andrews et al. (1992) verificaram que todos os isolados axénicos pertenciam ao genétipo |
(Assemblage A). Karanis e Ey (1998), reiteraram esta afirmacdo, suportando-a pela
determinacdo da taxa de crescimento dos isolados estudados. Deste modo, estes autores
constataram que os isolados por si estudados e classificados como pertencentes a
Assemblage B possuiam uma menor taxa de crescimento in vitro (com uma consequente
maior dificuldade em vingar, em cultura celular), quando comparados com os pertencentes
a Assemblage A, o que segundo os autores, poderia ser explicado por diferencas

metabolicas entre 0s organismos pertencentes aos dois grupos genéticos.
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Homan et al. (1998), suportando as afirmagdes de Nash et al. (1985) e Karanis e Ey
(1998) também consideram as técnicas de isolamento e axenizacdo altamente selectivas,
ndo podendo, portanto, ser, também e segundos 0s mesmos autores, consideradas como
representativas da diversidade ambiental. Homan et al. (1998) consideram que a cultura de
isolados de G. lamblia é importante na compreensdo de inimeras questbes sobre este
organismos, podendo, contudo, resultar em vieses na interpretacdo na variabilidade
genética deste microrganismo em diferentes hospedeiros e no estabelecimento de
correlagdes entre gendtipos e parametros biologicamente relevantes.

Relativamente aos isolados analisados neste estudo, verificou-se que dois dos
isolados pertenciam a Assemblage Al e dois a Assemblage All. Em todas as amostras
(apesar de com diferentes graus de intensidade) foi detectada uma banda proximo dos 500
pb, que podera corresponder aos 476 pb, o que significa que houve ADN, em excesso, que
néo foi cortado pela enzima de restrigdo (que ndo reagiu com a enzima). Optou-se por ndo
alterar a quantidade de enzima empregue, pela mesma razéo apresentada supra (objectivo
do emprego deste protocolo na pratica laboratorial). Inicialmente, para esta reaccdo,
efectuou-se uma reducdo do volume total a testar (de 30 para 20 pL), uma vez que
praticamente ndo eram detectaveis quaisquer bandas. Uma reducdo do volume de enzima
empregue poderia representar a auséncia de visualizacdo das bandas da amostra 4, por
exemplo, o que poderia levar a interpretacdes erroneas dos resultados.

Tal como referido anteriormente, nos resultados, em todas as reaccGes foram
empregues controlos positivos e controlos negativos. O controlo negativo empregue foi a
agua destilada. O controlo positivo foi o isolado ATCC 30888, pertencente a Assemblage
A. Nao foi colocado, contudo, nas reac¢des um controlo positivo para a Assemblage B. Tal
facto deve-se a impossibilidade de aquisicdo de um isolado com o referido genoétipo. Os
isolados referenciados, na bibliografia consultada, como pertencentes ao genotipo B,
haviam sido isolados pelos préprios (ou cedidos por colaboradores) e genotipados, para
comparacdo da sequéncia com aquelas expressas no GenBank.

A auséncia de um controlo positivo para a Assemblage B representa uma limitac&o.
Agquando da realizagdo do segundo PCR (com conjunto TPIBIF-TPIBR) verificou-se
alguma inespecificidade (com a ocorréncia de bandas em locais ndo descritos pelos autores
como pertencentes a Assemblage B e alguma formagéo de primer-dimer). A inexisténcia
de controlo positivo limita em muito uma possivel optimizagdo desta porcéo do protocolo,

uma vez que ndo existe modo de efectuar uma comparacéo fiavel. Apesar desta falha, todas
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as bandas obtidas, neste segundo PCR, encontravam-se numa zona correspondente e
comparavel com a descrita para a Assemblage A (476 pb).
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Apesar de possuir uma amostra reduzida (o que, como ja foi referido anteriormente,
limita a interpretacdo dos dados obtidos), através da realizacdo do estudo epidemioldgico
em Creches, Jardins de Infancia e Instituicdes do 1° Ciclo do Ensino Basico foi possivel
comprovar um decréscimo dos casos positivos de G. lamblia, mais especificamente na
cidade do Porto (para a qual existem dados comparativos), de 10,2% para 0,76%. As
possiveis causas desta diminui¢do poderdo prender-se com uma melhoria no estilo de vida
das populac6es, melhores habitos de higiene e a desparasitacdo periddica de criangas com
medicamentos de largo espectro terapéutico.

A obtenc¢éo de uma quantidade bastante reduzida de amostras positivas, oriundas do
estudo epidemioldgico, conduziu a que ndo pudesse ser realizada a sua caracterizacdo a
nivel molecular. Foram, assim, caracterizados molecularmente isolados axénicos
previamente descongelados e que haviam sido mantidos em cultura até uma fase de
crescimento que conduzisse a formagdo de uma monocamada de células.

A caracterizacdo por PCR-RFLP descrita por Amar et al. (2002) optimizada, destas
amostras, permitiu identifica-las como pertencendo a Assemblage A, sub grupo | (Al)
(isolados ACCA98010 e ACCA98007) e sub grupo Il (All) (isolados ACPT98004 e
ACPT98006). Para uma absoluta caracterizacdo destas amostras sera ainda necessario
efectuar a sequéncicdo do gene em estudo e compara-la com bancos de dados genéticos. A
optimizacdo da técnica para isolados axénicos (com a optimizagdo, também, da reaccéo de
PCR com os primers TPIBIF — TPIBR) permitird o seu uso na pratica do Laboratério de
Investigacao.

Este trabalho pretende, assim, constituir-se como um passo para a sistematizacao do
estudo de G. lamblia a nivel laboratorial. Contudo, a escassez do conhecimento sobre a
giardiose, em Portugal, torna imperativo o continuar do estudo desta parasitose intestinal.
Estudos epidemiologicos com uma elevada participacdo, em diferentes zonas do pais,
especialmente aquelas consideradas endémicas, serdo certamente importantes, por forma a
perceber-se o verdadeiro impacto desta parasitose no nosso pais. E, também, importante
perceber a real correlacdo entre a sintomatologia e 0 grupo genotipico de G. lamblia,
através da comparacdo entre individuos sintomaticos e assintomaticos. Aumentar-se-ia,
também, por esta forma, o conhecimento acerca deste microrganismo, podendo-se,
porventura, finalmente, deslindar qual o genotipo mais virulento (assumindo a sua
existéncia). Poder-se-ia, de igual modo, perceber de que forma habitos alimentares ou
estilos de vida influenciam a existéncia (ou ndo) de sintomatologia. Uma conjugacao de

factores (ambientais e genéticos) podera ser a explicacdo para a diversidade de resultados
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em estudos que tentam aferir sobre a existéncia de relacdo entre sintomatologia e genotipo.
Torna-se imperativo aumentar e aprofundar a investigacdo cientifica nesta area. O
completo conhecimento da relacdo referida supra podera auxiliar no desenvolvimento de
novas modalidades de diagnostico e tratamento. Poderdo, consequentemente, vir a ser
desenhados tratamentos especificos para a giardiose, baseados no gendtipo infectante de
cada individuo.

Uma outra arma para o combate da giardiose (para além do seu tratamento) centra-se
no bloqueio do seu ciclo de transmissao. Aqui é importante ter um pleno conhecimento de
todos os intervenientes no processo de transmissdo de G. lamblia, quer no meio ambiente,
quer para o ser humano. E imperativa a realizacdo de mais estudos, por forma a determinar
o real potencial zoonotico de animais de companhia e de exploracdo agricola. Seria
interessante, por exemplo, estudar espacos publicos frequentados por animais de
companhia (como parques e jardins publicos), atraves da caracterizacdo das amostras
recolhidas relativamente a presenca e gendtipo de G. lamblia. No que concerne aos
animais de exploracdo agricola poderia ser efectuado um estudo de caracterizacdo
semelhante, focalizado, por exemplo, em exploracdes nas quais 0s animais sdo deixados ao
ar livre (“em liberdade™), pela possibilidade do seu material fecal poder, por ventura com
mais facilidade, ser transposto para lencodis freaticos e cursos de agua. Também se
apresenta como crucial a determinacdo da quantidade de quistos de G. lamblia nos cursos
de &gua naturais, uma vez que estes representam, frequentemente, um meio pelo qual

animais e humanos adquirem a sua agua de consumo, ndo sendo esta tratada.
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Anexo 1
Autorizacédo da realizacdo do estudo epidemioldgico, por parte da Direccdo Regional de
Educacédo do Norte

PETRVIVEY

04a/8% ¢33 WYA 1ZSd9 FAX 351 ZEZpiyilize vHEN -~ pIAr
4

Minjstério ~ da " .
Y EdliEseas ) = -

I

€/Conhecimenta: “Exmo Senhor
Prof. Coordenador
Agestinho Luis da Silva Crug
Escola Superior de Tecnclogia da
Satide do Porto
Rua Jodo de Oliveira Ramgs, 87
4000-294 PORTO

A o
Sua referBncia Sua comunicagia / Doka Nossa referéncia / Data
cartg 2005.04.15 DSP-E2

ASSUNTO: Pedido da aplicacio de inguérito epidemioibgics sobre p

Relativamente 20 assunto mencionade em epigrafe, informa-se Ve Ex? de que esta DRE ndo vé
qualquer inconverienta na aplicagao do inquérite supracitade desde que:

- néo sglam prejudicadas as actividades lectivag;

- haja consentimento expresso do Orgdo de Gestio do estabelecimento de ensino;

- seja felta a apresentacSo dag conclusdes gerais do estudo Junto de cada comunidade educativa;

- s&ja dado cumprimento acs procedimentos legais de acmdo com o Oficio-Circular DREN n®
12/2004, de 12 de Fevereirs, que se anexa. )

Com os melhores cumprimentos,

% DOirector de Servicos Pedagdgicos

{Zaferino Lemos)

IPL Eduips
Mwﬂmaﬁm@m §
Aum um
. [T S,
DIRECSAC REGIGNAL DE EDUCACAD bO NORTE
e
Ry Aoriiring Qe s FEFE-OERS = IRt = FOTUERL ’
etz @ﬁmmﬁmmgw.ﬁmg@mmmsmmzm
i NeMpCE -
S : mwrmmm
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Anexo 2

Autorizacdo de um Agrupamento de Escolas

18 Set 07 16:23 Ag.Escolas

\
o atees | [\ [
Direeedo Regionalde Edueagta do Noste i1l ABRUPAMENTO VERBCAL
—

. AUGUSTO GiL

Augudto iGil 351222085735 P.

COMUNICACAO POR TELECOPIA

INSTITUICAO : ESTSP
AJC : Exmo Sr. Douitor Agostinko Cruz
N°FAX : 222061001
DATA : 18/09/2007
*DEPAGINAS : 1
FAX. N : ’

Assunto: Autorizagio
Cientifica

de Aplicagio de Projecte de Inyestigagéo

Em resposta ao V/ oficio de 10 de Setembro, este
Executivo nio encontra qualquer inconveniente na aplicagio dp referido

projecto.

[Conseltho

Deverdo contactar telefoniicam_ente a fim de combinar outros

detaihes. ( 222009671)

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente do Conselho Executive

g

e el M IAT= (‘Q/\ﬁ&k——vj\\

{Maria Teresa Machado Pinheiro Miranda)

T

Sede: Escolu EB 2/3 Augwsto Gil | Rua da Alegria, 351 — 4000-044 Porte ‘

NIF: 600081907 | Tel: 222 009 67

| Fax: 222085735

E-maik infoljeb 23 -augusto-gil rcte.pi
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Anexo 3
Autorizacdo Enderecgada aos encarregados de educacao para participagdo do(s) seu(s)

educando(s) no estudo epidemioldgico

ESCOLA SUPERIOR DE TECNOLOGIA

DA SAUDE DO PORTO
POLITECNIC DO PORTO

Area Cientifico Pedagégica de Farmdcia

Assunto: ESTUDO EPIDEMIOLOGICO SOBRE PARASITOSES INTESTINAIS

Exmo. Sr. ou Sr.? Encarregado(a) de Educacéio:

A Area Cientifico Pedagégica de FarmAcia da Escola Superior de Tecnologia da Satde do
Porto (ESTSP) tem desenvolvido trabalhos na Area da Parasitologia, possuindo ja publicagdes
referentes a esta matéria. Ainda neste &mbito, estd a ser realizado um estudo sobre parasitoses
intestinais em criangas a frequentar o Ensino Pré-escolar e 1° ciclo do Ensino Bésico.

O referido estudo tem como objectivo primério o combate as parasitoses intestinais que afectam
as criangas em idade escolar ¢ que tantos problemas de satide lhes podem causar.

Assim e antes de o informarmos de que modo pode o seu educando participar, comunicamos-
lhe que serdio salvaguardados o anonimato e a confidencialidade, que nfio haverd prejuizo das
actividades curriculares, nem qualquer encargo financeiro.

Para que o seu educando possa participar basta apenas que:
Nos devolva o destacavel abaixo anexado com a respectiva autorizagfio e
Nas datas a comunicar, nos envie amostras de fezes em frascos que nds lhe
forneceremos ¢ que -serfio submetidas a andlises juntamente com um questionario
devidamente preenchido.

Mais uma vez referimos que o resultado do exame serd confidencial, o anonimato sera
salvaguardado, sendo posteriormente o resultado enviado a V. Excia em envelope fechado.

Refere-se ainda que todas as amostras serfo recolhidas em casa pelos encarregados de educagio
ou oufros familiares e que ndo existird qualquer contacto entre os promotores do estudo e as criangas.

No interesse do seu educando solicita-se a sua colaboragio, pois s assim poderemos contribuir
para uma melhoria da qualidade da Saade Infantil em Portugal.

Data: 8/10/2007 ) "
P, O responsavel pelo projecto?

ﬂ}ug}%}bﬂ/@@lﬁ%&

I (Ptof. Doutor Aghsfi I3}

*

NOTA: Na proxima sexta feira, dia 12 de Outubro, das 8,30 h e 9,30 h encontrar-se-4, na
Escola, um colaborador do projecto para esclarecimento de qualquer diavida

......................................................................................................................... (Cortar e devolver)

Informo que tomei conhecimento do estudo sobre parasitoses intestinais a desenvolver e que
decidi (marcar com um X):

[0 Autorizar o meu educando a participar no referido estudo, nas condi¢Bes acima referidas.

g

[ Nao autorizar o meu educando a participar no referido estudo.

Nome do aluno:

Assinatura do Encarregado de Educagio:_, Data:_/_/O7
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Anexo 4
Questionario enviado conjuntamente com kit de recolha

ID Inquérito «dID1»

INQUERITO (Modelo)
Estudo epidemioldgico sobre parasitoses intestinais em criangas de
Escolas do 1° Ciclo do Concelho do Porto

Identificacao

Nome:

Classe:

Escola:

Data de nascimento: __ /  / (dia/més/ano)

Género: o. 1 Feminino 1. [0 Masculino

Naturalidade:

Residéncia:

(Rua/Lugar, Freguesia)

1ded
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Dados Socio-Economicos

Com quem vive o aluno?

Nuimero de elementos do agregado familiar?

ID Inquérito «ID1»

Outrém

o

o o o
Ao cc

Escolaridade: Pai
0 anos D
1-4 ° (]
s ]
7-9 " ]
10-11 " |
12 " D
4z B
Profissio:
Mie:
Pai:

Se sim, tipo de tratamento

Encarregado de Educacio (quando no o pai ou a mée):

Tipo de habitacfio:
- Moradia/casa rural 1
- Andar/apartamento 20
- Casa degradada/barraca 30
- Outra 40
- N°de Quartos
- N°de Casas de Banho
Com quintal/horta (0 Nao 1O
Cozinha 0.0 Néo LU
Casa de banho 0.0 Nao (O
Electricidade 0.0 Nio L0
- Agua
Da companhia 14
Do pogo 20 Tratada?

Qual?

Sim
Sim
Sim

Sim

O_D Nio ]_D Sim
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ID Inquérito «ID1»

- Destino dos esgotos domésticos:
Saneamento basico 10
Fossa séptica/sumidoura ,{]  Tratada? o.00 Nio 10 Sim

Se sim, tipo de tratamento

Utilizados como fertilizante na horta ou no jardim 0.0 Nio .0 Sim

Outros destinos? ¢[] Ndo; [l Sim Qual?

Tem contacto com animais domésticos ¢ [] Nio .0 Sim

Se sim quais?

Sintomatologia

O aluno apresentou (nos Gltimos dois meses):

Dores Abdominais old Nao ;[ Sim
Diarreia 0.0 Ndo I Sim
Insonia o..J Nio 1O Sim
Perda de peso o.LJ Nio O Sim
Perda de apetite ol Nao  .[] Sim
Prurido (comicho) anal o.l Nio .0 Sim
O Aluno:

Contacta/Brinca com a terra o..d Nao .00 Sim
Bebe 4gua do pogo o.L] Nio .0 Sim
Come vegetais crus o Nio i Sim
Come carne mal cozida o..d Nao ;.00 Sim
O Aluno costuma lavar as maos? 0.LJ Nao/Raramente

1.} Apenas com agua

,.00 Com 4gua e sabdo

3de4
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ID Inquérito «dD1»

Tomou nos dltimos dias algum medicamento o] Ndo ;[ Sim

Se sim qual(ais)?

O aluno ja viveu no estrangeiro o[ Néo L0 Sim

Se sim em que fugar?

Quando regressou? {ano/més)

O aluno j4 residiu noutras localidades em Portugal? o[] Ndo [0 Sim

Se sim em que lugar(es)?

O aluno frequenta habitualmente outras casas o.[J Nio LU Sim

Se sim, Quais?

Onde? (Freguesia’Concelho)

Tipo de Habitagéo:

O aluno ja teve parasitas intestinais o.] Nao O Sim
Se respondeu "Sim":

- H4 quanto tempo?

- Quais os parasitas?

- A desparasitacdo foi alargada a todos os membros da familia?

()_[:] Nio I.D Sim

Ja algum familiar teve parasitas intestinais? o.[] Nio L Sim

Se sim quais?

4ded
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Anexo 5
Protocolo para Meio de Cultura para Giardia lamblia TYI— S — 33 modificado (Keister,

1983)
1) Pesar os diversos componentes
Composicéo (g/L) Volume Final (para 1000 mL)
Hidrolisado pancreético de caseina 20,0
Extracto de levedura 10,0
Glicose 10,0
Bilis bovina 0,6
Cloreto de Sodio 2,0
L — cisteina, cloreto monohidratado 2,0
Acido ascorbico 0,2
Hidrogenofosfato de potéssio 1,0
Dihidrogenofosfato de potéssio 0,6
Citrato férrico amoniacal 0,0228

2) Dissolver todos 0s componentes em agua destilada

3) Adicionar 100 mL de soro bovino inactivado

4) Perfazer o volume final com &gua destilada

5) Acertar o pH da mistura para 7,2

6) Adicionar os agentes antimicrobianos em ambiente asséptico (10 mL de mistura de
antibidticos e 2 mL de Kanamicina 50 mg/mL)

7) Filtrar a mistura por ultrafiltracéo

8) Conservar a 4°C
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Anexo 6

Primers empregues na amplificacdo do gene tpi (Amar et al., 2002)

Primer Sequéncia Posicao
TPIAF 5’ — CGAGACAAGTGTTGAGATGC -3’ 758 - 777
TPIAIF 5> - CCAAGAAGGCTAAGCGTGC -3’ 859 — 877
TPIAR 5° - GGTCAAGAGCTTACAACACG -3’ 1334 — 1353
TPIBF 5> —GTTGCTCCCTCCTTTGTGC -3’ 663 — 681
TPIBIF 5’ — GCACAGAACGTGTATCTGG -3’ 732 -750
TPIBR 5’ -~ GGCCTTGCGTTCATCCAGG - 3’ 935 -953

71



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

72



Abdel — Moneim, S. M.; Sultan, D. M. Genetic characterization of Giardia lamblia
isolates from Egyptian patients with relation to clinical giardiasis. 2008. J Egypt Soc
Parasitol. 38(2): 547 — 560.

Adam, R. D. Biology of Giardia lamblia. 2001. Clinical Microbiology Reviews. 14(3):
447-475.

Adam, R. D. The Giardia lamblia genome. 2000. International Journal of Parasitology.
30: 475-484.

Adam, R. D.; Nash, T. E.; Wellems, T. E. The Giardia lamblia trophozoite contains sets
of closely related chromosomes. 1988. Nucleic Acids Research. 16(10): 4555 — 4567.

Ahmed, W.; Huygens, F.; Goonetilleke, A.; Gardner, T.; Real — time PCR detection of
pathogenic microorganisms in roof — harvested rainwater in Southeast Queensland,
Australia. 2008. Applied and Environmental Microbiology. 74(17): 5490 — 5496.

Ajampur, S. S.; Sankara, P.; Kannan, A.; Sathyakuman, K.; Sarkar, R.; Gladstone,
B. P.; Kang, G. Giardia duodenalis assemblages associated with diarrhea in children in
South India identified by PCR — RFLP. 2009. Am J Trop Med Hyg. 80 (1): 16 — 19.

Ali, V.; Nazaki, T. Current therapeutics, their problem, and sulphur — containing — amino
— acid metabolism as a novel target against infections by “Amitochondriate” protozoan

parasites. 2007. Clinical Microbiology Reviews. 20(1): 164 — 187.

Almeida, A. A.; Delgado, M. L.; Soares, S. C.; Antonio, O. C.; Moreira, J. M.;
Mendonga, C. M.; Canada, N. B.; Correia da Costa, J. M. Genotype analysis of
Giardia isolated from assymptomatic children in Northern Portugal. 2006. Journal of
Eukariotic Microbiology. 53(s1): s177 —s178.

Alvarez — Barrientos, A.; Arroyo, J.; Canton, R.; Nombela, C.; Sanchez — Pérez, M.

Applications of flow cytometry to clinical microbiology. 2000. Clinical Microbiology
Reviews. 13(2): 167 — 195.

73



Amar, C. F. L.; Dear, P. H.; Pedraza — Diaz, S.; Looker, N.; Linnane, E.;
McLauchlin, J. Sensitive PCR — Restriction Lenght Fragment Polimorphism assay for
detection and genotyping of Giardia duodenalis in human feces. 2002. Journal of Clinical
Microbiology. 40(2): 446 — 452.

Amar, C. F.; East, C.; Maclure, E.; McLauchlin, J.; Jenkins, C.; Duncanson, P.;
Wareing, D. R. A. Blinded application of microscopy, bacteriological culture,
imunoassays and PCR to detect gastrointestinal pathogens from faecal samples of patients
with community — acquired diarrhoea. 2004. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 23: 529 —
534.

Andrews, R. H.; Adams, M.; Boreham, P. F.; Mayrhofer, G.; Meloni, B. P. Giardia
intestinalis: electrophoretic evidence for a species complex. 1989. Int J Parasitol. 19(2):
183 - 190.

Andrews, R. H.; Chilton, N. B.; Mayrhofer, G. Selection of specific genotypes of
Giardia intestinalis by growth in vitro and in vivo. 1992. Parasitology. 105: 375 - 386.

Aydin, A. F.; Besirbellioglu, B. A.; Avci, 1. Y. ; Tanyuksel, M. ; Araz, E. ; Pahsa, A.;
Classification of Giardia duodenalis parasites in Turkey into Groups A and B using
restriction fragment length polymorphism. 2004. Diagnostic Microbiology and Infectious
Disease. 50: 147 — 151.

Barbosa, J.; Costa - de - Oliveira, S.; Rodrigues, A. C.; Pina -Vaz, C. Optimization of
a flow cytometry protocol for detection and viability assessment of Giardia lamblia. 2008.

Travel Medicine and Infectious Disease. 6: 234 — 239.

Bednarska, M.; Bajer, A.; Sinski, E.; Girouard, A. S.; Tamang, L.; Graczyk, T. K.
Fluorescent in situ hybridization as a tool to retrospectively identify Cryptosporidium
parvum and Giardia lamblia in samples from terrestrial mammalian wildlife. 2007.
Parasitol Res. 100: 455 — 460.

Bertram, M. A.; Meyer, E. A.; Lie, J. D.; Morse, S. A. A comparison of isoenzymes of
five axenic Giardia isolates. 1983. J Parasitol. 69(5): 793 — 801.

74



Bertrand, I.; Albertini, L.; Schwartzbrod, J. Comparison of two target genes for
detection and genotyping of Giardia lamblia in human feces by PCR and PCR — restriction
fragment lenght polymorphism. 2005. Journal of Clinical Microbiology. 43(12): 5940 —
5944,

Bertrand, 1l.; Gantzer, C.; Chesnot, T.; Schwartzbrod, J. Improved specificity for
Giardia lamblia cyst quantification in wastewater by development of a real — time PCR
method. 2004. Journal of Microbiological Methods. 57: 41 — 53.

Brink, A. A.; Snijders, P. J.; Meijer, C. J. HPV detection methods. 2007. Dis Markers.
23(4): 273 — 281.

Brown, T. A. Genomes. 2" edition. 2002. John Wiley & Sons, Inc. URL:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rdi=genomes. data de consulta, 14/4/2009.

Caccio, S. M. Nuovi metodi per la diagnosi de Cryptosporidium e Giardia. 2004.
Parassitologia. 46: 151 — 155.

Caccio, S. M.; de Giacomo, M.; Pozio, E. Sequence analysis of the f — giardin gene and
development of a polymerase chain reaction — restriction fragment lenght polymorphism
assay to genotype Giardia duodenalis cysts from human faecal samples. 2002.

International Journal for Parasitology. 32: 1023 — 1030.

Chan, D. J.; McNally, L. Assays for the determination of HIV- 1 load in semen: a review
of indicators, methods and performance in vitro. 2008. Curr HIV Res. 6(3): 182 — 186.

Conboy, G. Giardia. 1997. Cat Vet J. 38: 245-247.
Cordon, G. P.; Soldan, O. C. P.; vasquez, f. V.; Soto, J. R. V.; Bordes, L. S.; Moreno,

M. S.; Rosales, M. J.; Prevalence of enteroparasites and genotyping of Giardia lamblia in
Peruvian children. 2008. Parasitol Res. 103: 459- 465.

75



Cruz, A. Parasitoses intestinais em criancas de idade escolar Giardia lamblia: Ciclo de
vida e sensibilidade a antiparasitarios. 2003. Dissertacdo conducente ao Grau de Doutor.

Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar, Universidade do Porto.

Cruz, A.; Sousa, M. |.; Azeredo, Z.; Leite, E.; Figueiredo de Sousa, J. C.; Cabral, M.
Isolation, excystation and axenization of Giardia lamblia isolates: in vitro susceptibility to
metronidazole and albendazole. 2003. Journal of Antimicrobial Chemotherapy. 51: 1017 —
1020.

Escobedo, A. A.; Cimerman, S. Giardiasis: a pharmacotherapy review. 2007. Expert
Opin Pharmacother. 8(12): 1885 — 1902.

Ey, P. L.; Khanna, K.; Andrews, R. H.; Manning, P. A.; Mayrhofer, G. Distinct
genetic groups of Giardia intestinalis distinguished by restriction fragment length
polymorphism. 1992. Journal of General Microbiology. 138(12): 2629 — 2637.

Ey, P. L.; Mansouri, M.; Kulda, J.; Nohynkov4a, E.; Monis, P. T.; Andrews, R. H.;
Mayrhofer, G. Genetic analysis of Giardia from hoofed farm animals reveals artiodactyl
— specific and potentially zoonotic genotypes. 1997. Journal of Eukaryotic Microbiology.
44: 626 — 635.

Ferris, M. M.; Yan, X.; Habbersett, R. C.; Shou, Y.; Lemanski, C. L.; Jett, J. H.;
Yoshida, T. M.; Marrone, B. L. Performance assessment of DNAfragment sizing by high
— sensitivity flow citometry and pulsed — field gel electrophoresis. 2004. Journal of
Clinical Microbiology. 42(5): 1965 — 1976.

Gardner, T. B.; Hill, D. H. Treatment of Giardiasis. 2001. Clinical Microbiological
Reviews. 14(1): 114 - 128.

Gelanero, T.; Lalle, M.; Hailu, A.; Pozio, E.; Caccio, S. M. Molecular characterization
of human isolates of Giardia duodenalis from Ethiopia. 2007. Acta Tropica. 92 — 99.

Gillespie, S. H.; Hawkey, P. M. Medical Parasitology: a practical approach. 2002.

Oxford. University Press.

76



Graczyk, T. K.; Kacprzak, M.; Neczaj, E.; Tamang, L.; Graczyk, H.; Lucy, F. E.;
Girouard, A. S. Occurence of Cryptosporidium and Giardia in sewage sludge and solid
waste landfill leachate and quantitative comparative analysis of sanitization treatments in

pathogen inactivation. 2008. Environmental Research. 106: 27 — 33.

Hautus, M.; Kortbeek, L.; Vetter, J.; Laarman, J. In vitro excystation and subsequent
axenic growth of Giardia lamblia. 1988. Transactions of The Royal Society of Tropical
Medicine and Hygiene. 82: 858-861.

Homan, W. L.; Gilsing, M.; Bentala, H.; Limper, L.; van Knapen, F. Characterization
of Giardia duodenalis by polymerase — chain reaction fingerprinting. 1998. Parasitol Res.
84: 707 — 714.

Homan, W. L.; van Enckevort, F. H.; Limper, L.; van Eys, G. J.; Schoone, G. J.;
Kasprzak, W.; Majewska, A. C.; van Knapen, F. Comparison of Giardia isolates from
different laboratories by isoenzyme analysis and recombinant DNA probes. 1992.
Parasitol Res. 78(4): 316 — 323.

Hopkins, R. M.; Beloni, B. P.; Groth, D. M.; Wetherall, J. d.; Reynoldson, J. A;;
Thompson, R. C. A. Ribosomal RNA sequencing reveals differences between the
genotypes of Giardia isolates recovered from humans and dogs living in the same locality.
1997. J. Parasitol. 83(1): 44 — 51.

Hunter, P. R.; Thompson, R. C. A. The zoonotic transmission of Giardia and

Cryptosporidium. 2005. International Journal for Parasitology. 35: 1181 — 1190.

Instituto Nacional da Farmacia e do Medicamento. Estatistica do medicamento 2003.

2005. Lisboa. Instituto Nacional da Farmacia e do Medicamento.

Instituto Nacional da Farmacia e do Medicamento. Estatistica do medicamento 2004.
2006. Lisboa. Instituto Nacional da Farmacia e do Medicamento.

Instituto Nacional da Farmacia e do Medicamento. Estatistica do medicamento 2005.
URL: http://www.infarmed.pt. Data de consulta, 24/1/2010.

77



Instituto Nacional da Farmacia e do Medicamento. Estatistica do medicamento 2006.
URL: http://www.infarmed.pt. Data de consulta, 24/1/2010.

Instituto Nacional da Farmacia e do Medicamento. Estatistica do medicamento 2007.

URL: http://www.infarmed.pt. Data de consulta, 24/1/2010.

Instituto Nacional da Farmacia e do Medicamento. Estatistica do medicamento 2008.
URL.: http://www.infarmed.pt. Data de consulta, 24/1/2010.

Instituto Nacional de Estatistica. Anuario estatistico da regido Norte, 2003. 2004.

Portugal. Instituto Nacional de Estatistica.

Instituto Nacional de Estatistica. Anuario estatistico da regido Norte, 2006. 2007.

Portugal. Instituto Nacional de Estatistica.

Instituto Nacional de Estatistica. Anuario estatistico da regido Norte, 2008. 2009.

Portugal. Instituto Nacional de Estatistica.

Karanis, P.; Ey, P. L. Characterization of axenic isolates of Giarida intestinalis

established from humans and anials in Germany. 1998. Parasitol Res. 84: 442- 449,

Korman, S. H.; Le Blancqg, S. M. ; Deckelbaum, R. J.; van der Ploeg, L. H. T.
Investigation of human giardiasis by karyotype analysis. 1992. J. Clin. Invest. 89: 1725 —
1733.

Lemos, V.; Graczyk, T. K.; Alves, M.; Lobo, M. L.; Sousa, M. C.; Francisco, A.;
Matos, O. Identification and determination of the viability of Giardia lamblia cysts and
Cryptosporidium parvum and Cryptosporidium hominis oocysts in human fecal water
supply samples by fluorescent in situ hybridization (FISH) and monoclonal antibodies.
2005. Parasitol Res. 98: 48 — 53.

78



Mayrhofer, G.; Andrews, R. H.; Ey, P. L.; Chilton, N. B. Division of Giardia isolates
from humans into two genetically distinct assemblages by electrophoretic analysis of
enzymes encoded at 27 loci and comparison with Giardia muris. 1995. Parasitology. 111:
11-17.

Millar, B. C.; Xu, J.; Moore, E. M. Molecular diagnostics of medically important
bacterial infections. 2007. Curr Issues Mol Biol. 9(1): 21 — 40.

Minivielle, M. C.; Molina, N. B.; Polverino, D.; Bamaldo, J. A.; First genotyping of
Giardia lamblia from humans and animal feces in Argentina, South America. 2008. Mem
Inst Oswaldo Cruz. 103(1): 98 — 103.

Molina, N. B.; Polverino, D.; Minvielle, M. C.; Apezteguia, M.; Aguilar, M.;
Basualdo, J. A. Comparicion de métodos de lisis y extraccion de AND de trofozoitos de
Giardia lamblia. 2006. Parasitol Latinoam. 61: 133 — 137.

Monis, P, T.; Andrews, R. H.; Mayrhofer, G.; Ey, P. L. Molecular systematics of the
parasitic protozoan Giardia intestinalis. 1999. Mol. Biol. Evol. 16(9): 1135-1144.

Monis, P. T.; Thompson, R. C. A. Cryptosporidium and Giardia — zoonoses : fact or
fiction ? 2003. Infection, Genetics and Evolution. 3: 233 — 244.

Monis, P. T.; Andrews, R. H. Molecular epidemiology: assumptions and limitations of

commonly applied methods. 1998. International Journal for Parasitology. 28: 981 — 987.

Monis, P. T.; Andrews, R. H.; Mayrhofer, G.; Ey, P. L. Genetic diversity within the
morphological species Giardia intestinalis and its relationship to host origin. 2003.

Infection, Genetics and Evolution. 3: 29-38.

Monis, P. T.; Andrews, R. H.; Saint, C. P. Molecular biology techniques in parasite
ecology. 2002. International Journal for Parasitology. 32: 551 - 562.

Monis, P. T.; Caccio, S. M.; Thompson, R. C. A. Variation in Giardia: towards a

taxonomic revision of the genus. 2009. Trends in Parasitology. 25(2): 93 — 100.

79



Monis, P. T.; Giglio, S.; Keegan, A. R.; Thompson, R. C. A. Emerging technologies for
the detection and characterization of protozoan parasites. 2005. Trends in Parasitology.
21(7): 340 — 346.

Monis, P. T.; Mayrhofer, G.; Andrews, R. H.; Homan, W. L.; Limper, L.; Ey, P. L.
Molecular genetic analysis of Giardia intestinalis isolates at the glutamate dehydrogenase
locus. 1996. Parasitology. 112: 1 —12.

Morgan, U. M.; Constantine, C. C.; Greene, W. K.; Thompson, R. C. RAPD (random
amplified polymorphic DNA) analysis of giardia DNA and corelation with isoenzyme data.
1993. Trans R Soc Trop Md Hyg. 87(6): 702 — 705.

Nash, T. E.; McCutchan, T.; Keister, D.; Dame, J. B.; Conrad, J. D.; Gillin, F. D.
Restricition — endonuclease analysis of DNA from 15 Giardia isolates obtained from

humans and animals. 1985. The Journal of Infectious diseases. 152(1): 64 — 73.

Olive, D. M.; Bean, P. Principles and applications of methods for DNA — based typing of
microbial organisms. 1999. Journal of Clinical Microbiology.1661 — 1669.

Paintlia, A. S.; Mahajan, R. C.; Chakraborti, A.; Sehgal, R.; Ganguly, N. K;
Characterization of Giardia lamblia groups A and B from North India by isoenzyme and
random amplified polyorphic DNA analysis. 1999. Parasitol Res. 85: 510 — 512.

Ravid, Z.; Duque, S.; Arévalo, A.; Nicholls, R. S.; Wasserman, M. Genetic diversity of
Giardia intestinalis populations in Colémbia. 2007. Biomédica. 27(1): 34 — 41.

Read, C.; Monis, P. T.; Thompson, R. C. A. Discrimination of all genotypes of Giardia
duodenalis at the glutamate dehydrogenase locus using PCR — RFLP. 2004. Infection,

Genetics and Evolution. 4: 125 — 130.

Roud, Kenneth H. Optimization and troubleshooting in PCR. 1995. PCR Methods and
Applications. S185 — S194.

80



Singh, B. Molecular methods for diagnosis and epidemiological studies of parasitic
infections. 1997. International Journal for Parasitology. 27(10): 1135 — 1145.

Smith, H. V.; Caccio, S. M.; Cook. N.; Nichols, R. A. B.; Tati, A. Cryptosporidium and

Giardia as foodborne zoonoses. 2007. Veterinary Parasitology. 149: 29-40.

Sogin, M. L.; Gunderson, J. L.; Elwood, H. J.; Alonso, R. A.; Peattie, D. A.
Phylogenetic meaning of the kingdom concept: an unusual ribosomal RNA from Giardia
lamblia. 1989. Science. 243 (4887): 45 — 57.

Sousa, M. C.; Morais, J. B.; Machado, J. E.; Poiares — da — Silva, J. Genotyping of
Giardia lamblia humans isolates from Portugal and sequencing. 2006. Journal of
Eukaryotic Microbiology. 53(s1): s174 —s176.

Sulaiman, I. M.; Fayer, R.; Bern, C.; Gilman, R. H.; Trout, J. M.; Schantz, P. M.;
Das, P.; Lal, A. A.; Xiao, L. Triosephospate isomerise gene characterization and
potential zoonotic transmission of Giardia duodenalis. 2003. Emerging Infectious
Diseases. 9 (11): 1444 — 1452,

Sunderland, D.; Graczyk, T. K.; Tamang, L.; Breysse, P. N.; Impact of bathers on
levels of Cryptosporidium parvum oocysts and Giardia lamblia cysts in recreational beach
waters. 2007. Water Research. 41: 3483 — 3489.

ten Hove, R. J.; van Esbrieck, M.; Vervoort, T.; van den Ende, J.; van Lieshout. L.;
Verweij, J. J. Molecular diagnostics of intestinal parasites in returning travellers. 2009.

Eur J Clin Microbiol Infect Dis.

Thompson, R. C. A.; Monis, P. T. Variation in Giardia: Implications for taxonomy and

epidemiology. 2004. Advances in Parasitology. 58: 69 — 137.

Traub, J. R. ; Robertson, I. D. ; Irwin, P. J. ; Mencke, N. ; Thompson, R. C. A. Canine

gastrointestinal parasitic zoonoses in India. 2005. Trends in Parasitology. 21(1) : 42 — 48.

81



Tupam Editores. indice Nacional Terapéutico. URL: http://www.indice.pt. data de
consulta, 7/2/2009.

van Keulen, H.; Gutell, R. R.; Gates, M. A.; Campbell, S. R.; Erlandsen, S. L.;
Jarroll, E. L.; Kulda, J.; Meyer, E. A. Unique phylogenetic position of Diplomonadida
based on the complete small subunit ribosomal RNA sequence of Giardia ardeae, G. muris,
G: duodenalis and Hexamita sp. 1993. Faseb Journal. 7: 223 — 231.

Verweij, J. J.; Schinkel, J.; Laeijendecker, D.; van Rooyen, A. A.; van Lieshout, L.;
Polderman, A. M. Real — time PCR for the detection of Giardia lamblia. 2003. Molecular

and Cellular Probes. 17: 223 — 225.

Vesy, C. J.; Peterson, W. L. Review article: The managment of Giardiasis. 1999. Aliment
Pharmacol Ther. 13: 843-850.

Weaver, R. F. Molecular Biology. 3" edition (international edition). 2005. New York City.
McGraw Hill.

Weile, J.; Knabbe, C. Current applications and future trends of molecular diagnostics in
clinical bacteriology. 2009. Anal Bional Chem. 394: 731 — 742.

Weiss, J. B.; van Keulen, H.; Nash, T. E. Classification of subgroups of Giardia lamblia
based upon ribosomal RNA gene sequencing using the polymerase chain reaction. 1992.
Mol Biochem Parasitol. 54(1): 73 — 86.

Wolfe, M. S. Giardiasis. 1992. Clinical Microbiology Reviews. 5(1): 93-100.

World Health Organization. Foodborne Disease Outbreaks: Gidelines for investigation

and control. 2008. Switzerland. World Health Organization

World Health Organization. The global burden of disease: 2004 update. 2008.

Switzerland. World Health Organization

82



Xu, J. Fundamentals of fungal molecular population genetic analyses. 2006. Curr Issues
Mol Biol. 8(2): 75 - 90.

Yason, J. A. D. L.; Rivera, W. L. Genotyping of Giardia duodenalis isolates among
residents of slum area in Manila, Philippines. 2007. Parasitol Res. 101(3): 681 — 687.

83



