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Resumo

A contribuicdo para o estudo de Fasciola spp. em bovinos, deve-se a sua importancia como
zoonose parasitaria de origem alimentar, ao facto de ser uma doenca tropical negligenciada e
aos seus elevados prejuizos econdmicos. Avaliou-se a frequéncia de Fasciola spp. nos animais
abatidos no matadouro de Beja de 13 de Marco a 31 de Maio e estudaram-se o0s grupos de
bovinos parasitados e ndo parasitados. Realizou-se estudo morfométrico dos exemplares de
Fasciola spp. colhidos para identificacao a espécie.

A frequéncia de Fasciola spp. em bovinos abatidos no matadouro de Beja no periodo do
estudo foi de 1,74% sendo superior has fémeas e em animais com mais de dois anos.

Na populacdo estudada observaram-se exemplares com caracteristicas morfométricas
compativeis com valores de referéncia de Fasciola hepatica e Fasciola gigantica registados
noutros estudos. Os valores obtidos ndo se enquadraram de modo inequivoco nos intervalos

padronizados para as referidas espécies.
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Abstract

Contribution to the study of Fasciola spp. in cattle

The contribution to the study of Fasciola spp. in cattle is due to its importance as food-borne
parasitic zoonosis, to the fact that it is a neglected tropical disease and to its high economic
losses. The frequency of Fasciola spp. was evaluated in animals slaughtered at the
slaughterhouse in Beja from 13 March to 31 May and the groups of parasitized and non-
parasitized cattle were studied. A morphometric study of the specimens of Fasciola spp. collected
for identification of the species was carried out.

The frequency of Fasciola spp. in cattle slaughtered at the Beja slaughterhouse during the
study period was 1.74%, being higher in females and in animals older than two years.

In the studied population specimens with morphometric characteristics compatible with
reference values of Fasciola hepatica and Fasciola gigantica were observed in other studies. The

values obtained did not fit unequivocally in the standard intervals for said species.
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Fasciola sp.; cattle; prevalence; morphometry; PCR
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1. INTRODUCAO

A presente dissertagdo de mestrado € realizada no ambito da conclusdo do Mestrado
Integrado em Medicina Veterinaria pela Universidade de Evora.

Os dados e material bioldgico (exemplares de Fasciola spp.) foram colhidos de 13 de Marco
a 31 de Maio do presente ano, durante o acompanhamento dos abates e inspecao de bovinos
realizados no matadouro de Beja (SAPJU carnes).

A importancia de uma contribuicdo para o estudo da Fasciola sp. em bovinos, deve-se a
sua relevancia como zoonose, aos prejuizos economicos que esta doengca provoca e a
necessidade de mais estudos em Portugal.

A sua relevancia como zoonose é reconhecida pela Organiza¢do Mundial da Saude (OMS)
ao referir a fasciolose como uma doenca emergente, que infeta pessoas em mais de 71 paises,
havendo 180 milhdes de pessoas em risco de infe¢&do no ano de 2013 (WHO, 2013). Atualmente,
0 peso global subestimado da doenca € de aproximadamente 35 a 72 milhdes de pessoas
infetadas (Nyindo & Lukambagire, 2015). A fasciolose humana esta atualmente classificada
como uma zoonose parasitaria de origem alimentar e como uma doenca tropical negligenciada
(NTD) (Nyindo & Lukambagire, 2015). As NTD s&o doencas que geralmente afetam um nimero
significativamente grande de individuos atingidos pela pobreza, habitualmente em regiées com
recursos limitados (CDC, 2013; Tolan, 2011) .

A classificacdo global de parasitas transmitidos por alimentos e doencas associadas
abrange qualquer tipo de parasita que possa ser transmitido pelo consumo de alimentos
contaminados (carne, leite, etc.). Numa lista de 24 parasitas a Fasciola sp. encontra-se em 12°
lugar, revelando assim o seu grau de importancia em seguranca alimentar (Aspock, 2016).

Em animais, nomeadamente em ruminantes, a fasciolose provoca perdas economicas
substanciais. Os prejuizos advém da morte de animais infetados, da rejeicéo de figados afetados,
das perdas de producdo associadas a reducao na eficiéncia da conversdo alimentar (reducdes
nos pesos de carcaca entre 0,5% e 2%) e diminuigdo da producéo de leite (cerca de 3%) (Mas-
Coma, Valero & Bargues, 2009; Aspock, 2016). Para a comunidade agricola global, as perdas
econdmicas em relacao a producéo animal, sdo estimadas em aproximadamente 3,2 bilibes de
dolares americanos por ano considerando 600 milhdes de animais infetados (Dalton, 1999).

A fasciolose € um problema de saude animal grave em todo o mundo, contudo, em paises
tropicais é considerada a doenca parasitaria mais importante pela dimensdo dos problemas
socioeconémicos que causa (Mas-Coma, Valero & Bargues, 2009). De acordo com o Relatério
da Academia Egipcia de Pesquisa Cientifica e Tecnoldgica, as perdas devidas a fasciolose no
Egito foram associadas a rejeigdo de 190 milhdes de figados por ano (Shaldoum et al., 2015).

Com as alteragdes climaticas, o impacto da fasciolose tende a aumentar. No Bangladesh,
estas alteragfes estdo a afetar a fauna local de gastropodes aquaticos, aumentando o risco de

infecdo humana por Fasciola sp. (Ahasan et al., 2016).
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Esta dissertacdo estd organizada em trés partes: a primeira parte € uma revisdo
bibliogréfica referente ao tema Fasciola spp., a segunda contempla o material e métodos e a
terceira a apresentacdo e discussdo dos resultados.

No que se refere a segunda e terceira partes, estas contemplam a identificacao do local de
origem dos bovinos e informac8es respeitantes a idade, sexo, peso e classificacdo da carcaca
dos animais abatidos, pretendendo-se comparar e caracterizar os animais parasitados e nao
parasitados com Fasciola spp.. Incluem o estudo morfométrico dos exemplares de Fasciola spp.
tendo como objetivo a identificacdo a espécie. A diferenciacao e identificacdo das populacdes de
Fasciola spp. é importante no controlo da doenca, tendo em conta as diferentes caracteristicas
de transmisséo, epidemiologia e patologia de Fasciola hepatica e de Fasciola gigantica (Ahasan
et al. 2016).

Diferentes estudos determinaram intervalos de valores para caracterizar atributos
morfoldgicos de populagdes de Fasciola hepatica, Fasciola gigantica e de hibridos (classificados
como Fasciola sp.). Deste modo, temos como obijetivos identificar as caracteristicas morfolégicas
dos espécimes colhidos e fazer uma analise comparativa entre os valores obtidos e os dados
dos referidos estudos.

De modo a ter uma identificacdo mais precisa dos exemplares colhidos, serd necessaria a

sua analise genética.
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1.1. Objetivos
Objetivos gerais

Como objetivo geral pretende-se avaliar a frequéncia de Fasciola spp. nos animais abatidos
no matadouro de Beja de 13 de Marco a 31 de Maio, avaliar o grupo de bovinos parasitados em

relacdo aos ndo parasitados e caracterizar os exemplares de Fasciola spp. colhidos.
Objetivos especificos:

- Determinar a frequéncia de Fasciola spp. em bovinos abatidos no matadouro de Beja no
periodo do estudo e a sua distribuicéo pelos distritos de origem dos animais.

- Determinar o nimero de fasciolas colhidas em cada animal e aceder as informacdes
acerca da idade, sexo, peso de carcaca e classificacdo da carcaca dos animais abatidos.

- Analisar os parametros obtidos, entre animais com e sem Fasciola spp..

- Estudar as caracteristicas morfolégicas dos espécimes adultos de Fasciola spp. colhidos
e realizar uma andlise comparativa entre os valores obtidos e os registados em artigos de
referéncia.

- Analise genética para identificac@o a espécie de exemplares colhidos.
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2. Reviséo bibliografica Fasciola spp.

A presente revisdo bibliografica ira incidir essencialmente em duas espécies: Fasciola

hepatica e Fasciola gigantica.
2.1. Taxonomia

Reino: Animalia
Filo: Platyhelminthes
Classe: Trematoda
Sub-classe: Digenea
Ordem: Echinostomatida
Familia: Fasciolidae

Género: Fasciola
(Taylor, Coop & Wall, 2016)

Tabela 1- Hospedeiros e Microbidtopo de Fasciola hepatica e Fasciola gigantica, adaptado de Taylor,
Coop & Wall (2016).

Fasciola hepatica Fasciola gigantica
(Linnaeus, 1758)

Ovinos, bovinos, caprinos, Bovinos, buifalos, ovelhas,
Hospedeiros definitivos cavalos, veados, coelhos, cabras, porcos, camelos,
humanos e outros mamiferos cervos, humanos
Orgéo parasitado Figado e canais biliares Figado e canais biliares
Caracois da familia Lymnaeid Caracoéis da familia Lymnaeid
Hospedeiros (Galba, Lymnaea, Radix, (Lymnaea, Radix, Austropelea)
intermediérios Stagnicola)

2.2. Distribuicdo geogréfica

A espécie Fasciola hepatica tem uma distribuicdo geografica mais ampla em comparagao
a distribuicdo de Fasciola gigantica, sendo predominante em quase todas as regides temperadas
e mais frias nos cinco continentes onde haja producéo de ruminantes (Ahasan et al., 2016). A
espécie Fasciola gigantica ocorre principalmente em areas tropicais como Africa, América do

Sul, Sudeste Asiatico, Europa do Sul e Havai. Ambas as espécies se sobrepem em zonas
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subtropicais de Africa e Asia onde aparecem formas intermediarias (Mas-Coma, Valero &
Bargues, 2009; Shaldoum et al., 2015).

A espécie Fasciola hepatica, com origem no continente europeu, gradualmente migrou para
outros continentes (Shaldoum et al. 2015). Encontra-se em regifes temperadas e subtropicais
da Europa, América, Asia central e Asia do norte, Oceania, Africa e também em grandes ilhas,
incluindo Nova Zelandia, Tasmania, Reino Unido, Islandia, Chipre, Cérsega, Sardenha, Sicilia,
Japéao, Papua Nova Guiné, Filipinas e varias ilhas das Caraibas (Mas-Coma, Valero & Bargues,
20009).

A espécie Fasciola gigantica esta presente em Africa, desde o Delta do Nilo até as
Provincias do Cabo na Africa do Sul e ainda nas ilhas de Cabo Verde, Zanzibar e Madagéascar.
Na Asia, as principais areas de endemia s&o as zonas tropicais, o sudeste asiatico e as regides
do Pacifico, incluindo a antiga Unido das Republicas Socialistas Soviéticas (URSS), Irdo, Iraque,
China, Coreia, Jap3o, india, Paquist&o, Vietnam, Tailandia, Laos e também no Pacifico, Malasia,
Filipinas e Havai. A infecdo por Fasciola gigantica € uma das doen¢as mais importantes que
ameacam as populagdes de gado da india, Paquistdo, Indonésia, Indochina e Filipinas. As zonas
endémicas menos importantes sdo as areas do Sudeste da Europa, incluindo a Turquia, o
Préximo Oriente e alguns paises do Caucaso, como a Arménia, o Azerbaijado e a Gedrgia (Mas-
Coma, Valero & Bargues, 2009).

A medida que o nimero de espécies exdticas aumenta, a facilidade com que essas e outras
espécies exoéticas se estabelecem também aumenta. Pode surgir porque uma espécie
introduzida facilita, em vez de antagonizar o estabelecimento de outra. Essa vantagem pode ser
particularmente relevante para os parasitas, onde a introducdo de uma espécie hospedeira, ou
a introducdo de multiplas espécies hospedeiras, pode favorecer a introducdo de um parasita
dependente desses hospedeiros. Um exemplo é a Fasciola hepatica na regido Altiplano da
Bolivia, cuja introducdo provavelmente ocorreu pelos colonizadores espanhdéis, uma vez que os
isolados da referida regido sdo muito semelhantes aos isolados obtidos na Peninsula Ibérica.
Contudo, também foi descoberto que o hospedeiro intermediério responsavel pela eficiente
transmissdo de Fasciola hepatica no Altiplano é Galba truncatula, também ela uma espécie
europeia provavelmente introduzida pelos colonialistas europeus. Dado que as ovelhas e os
bovinos sdo os maiores reservatérios vertebrados da infecao e que essas duas espécies também
foram introduzidas pelos europeus na América do Sul, a colonizagdo da area foi acompanhada
do necessario para que a Fasciola hepatica se desenvolvesse. Uma das consequéncias no
Altiplano foi o surgimento de Fasciola hepatica como uma doenca humana com taxas de infecao

e intensidades de infecdo maiores do em qualquer outra localidade (Loker & Hofkin, 2015).
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2.3. Morfologia

Os parasitas pertencentes a subclasse Digenea, familia Fasciolidae sdo geralmente
largos, em forma de folha e achatados, embora alguns, como a Fasciola magna, sejam espessos
e musculados.

Sao mais largos na regido anterior do que na regiao posterior, possuem uma projecdo em
forma de cone na regido anterior que é seguida por um par de ombros proeminentes e
lateralmente direcionados. O ceco tem diversos diverticulos e o ovario e os testiculos sao
dendriticos (Hendrix & Robinson, 2012; Bowman, 2014).

2.3.1. Morfologia geral

2.3.1.1. Fasciola hepatica

Os espécimes adultos sdo achatados e com forma folidcea, medindo aproximadamente
30mm de comprimento e 13mm de largura. S&o mais largas na regido anterior do que na regiao
posterior, apresentando na regido anterior uma projecdo em forma de cone que é seguida por
um par de ombros proeminentes e lateralmente direcionados. A morfologia interna ndo se
distingue facilmente. Sdo castanhas avermelhadas quando frescas e quando conservadas

adquirem uma aparéncia acinzentada (Hendrix & Robinson, 2012).

2.3.1.2. Fasciola gigantica

As formas adultas sdo maiores que as de Fasciola hepatica, atingindo 7,5cm de
comprimento e 1,5cm de largura, com 0 corpo mais transparente. Apresenta uma forma mais
folidcea, a extremidade cénica anterior € mais curta e os ombros, caracteristicos de Fasciola
hepatica, na Fasciola gigantica sdo pouco percetiveis. Os cecos sao mais ramificados do que os
de Fasciola hepatica (Taylor, Coop & Wall, 2016).

2.3.1.3. Fasciolamagnha

As formas adultas medem até 10cm de comprimento e 2,5cm de largura e tem 3 a 4mm de
profundidade (sdo espessas). Apresentam forma oval, com uma extremidade posterior
arredondada, ndo possuem projecéo do cone anterior e, quando frescas, sdo de cor avermelhada
(Taylor, Coop & Wall, 2016).
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Figura 1-Trematodas, parasitas de figado de ruminante: Fasciola hepatica, Fasciola gigantica, e Fasciola
magna pertencem a familia Fasciolidae. As formas mais pequenas distribuidas na imagem sao
Dicrocoelium dendriticum da familia Dicrocoeliidae (Bowman 2014).

2.3.2. Tegumento

O tegumento da Fasciola hepatica € um tecido vivo complexo, metabolicamente ativo e
especializado, que desempenha as seguintes fun¢des: sintese e secre¢do de varias substancias,
absorcao de nutrientes, osmorregulagdo, protecdo contra enzimas digestivas do hospedeiro e do
parasita, protecdo contra a bilis e resposta imunitaria do hospedeiro. Exibe recetores sensoriais
a superficie, desempenhado também um papel sensorial (Dalton, 1999; Goater, Goater & Gerald,
2014). A absorcao de nutrientes ocorre especificamente pela absorcdo de pequenas moléculas
por transporte passivo, 0s aminoacidos sdo absorvidos por difuséo e os monossacarideos sdo
absorvidos por difuséo facilitada (Dalton, 1999).

A protecdo contra o sistema imunitario do hospedeiro ocorre por «mimetismo molecular»,
Oou seja, 0 parasita usa substancias do hospedeiro, inserindo-as no revestimento da sua
superficie de modo a que o sistema imunitario do hospedeiro ndo a reconheca (Mehlhorn, 2016).
Também é referido por Taylor, Coop & Wall (2016) que os eosindfilos libertados pelo hospedeiro
se ligam a partes do tegumento das formas jovens de Fasciola hepatica, contudo o parasita
parece ter a capacidade de libertar a sua camada superficial de modo a evitar a resposta
imunitaria.
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O tegumento superficial destes parasitas € coberto por numerosos espinhos, que os
auxiliam na fixacdo aos canais biliares (Mehlhorn, 2016).

Na extremidade anterior, na face ventral e proximo do poro genital, localiza-se o acetabulo
ou ventosa ventral, um 6rgado muscular cuja fungdo é a de fixagdo (Hendrix & Robinson, 2012).
Tanto a ventosa oral como a ventosa ventral sdo cobertas por tegumento (Goater, Goater &
Gerald, 2014).

2.3.3. Sistema digestivo

Na extremidade anterior ou proximo dela, situa-se a boca, rodeada por uma ventosa
muscular designada por ventosa oral. A boca esta ligada a uma faringe muscular e na sua
continuagd@o encontra-se um curto esofago que se bifurca em dois ramos intestinais tubulares e
cegos (cecos) (Romero, 1990; Hendrix & Robinson, 2012).

Os cecos estendem-se até a proximidade da extremidade posterior do parasita pelas suas
bordas laterais, e terminam sob a forma de diverticulos (ramificacdes com aspeto arboriforme)
(Campillo & Vazquez, 2001; Bowman, 2014; Mehlhorn, 2016). As células que revestem o
intestino tém capacidade de secrecao e de absorcédo, variando estruturalmente conforme a fase
em que se encontrem (Campillo & Vazquez, 2001). Nao possuem anus, libertam os alimentos
digeridos regurgitando 0s seus contetdos intestinais. Em histopatologia estes contetdos sé&o

frequentemente observados (Hendrix & Robinson, 2012).

2.3.4. Sistema excretor

O sistema excretor ou de osmorregulacéo permite a remocao de residuos metabolicos que
pode ser feita por difusdo, através da superficie externa, através do limen intestinal e por um
sistema protonefridico (células excretoras localizadas no parénquima). Os residuos azotados sédo
principalmente na forma de amaénia. O padréo de organizagdo das células excretoras é bilateral
e especifico de espécie. Os ductos coletores fundem-se e confluem numa vesicula excretora
posterior, que pode ou ndo ser revestida com epitélio. A vesicula excretora liga-se ao exterior
através de um poro na extremidade posterior do corpo. H4 evidéncias que sugerem que o
sistema protonefridico pode ter também uma fungéo osmorreguladora (Goater, Goater & Gerald,
2014).

2.3.5. Sistema nervoso

O sistema nervoso central inclui um cérebro primitivo anterior a partir do qual se estende
pelo menos um par de cordas nervosas longitudinais ligadas em intervalos por comissuras
laterais. Ha também um sistema periférico organizado, ligado ao tegumento e camadas
musculares, intestino e sistema reprodutivo. Os neurotransmissores incluem os que estdo

normalmente associados aos animais vertebrados, como por exemplo, acetilcolina,
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noradrenalina, dopamina e serotonina. As funcdes dos 6rgdos sensoriais externos incluem
mecanorrecec¢do, quimiorrececao e osmorrececgao.

A existéncia de olhos e a evidéncia experimental do comportamento fototatico sugerem
fortemente, capacidades fotorrecetoras tanto para os miracidios como para as cercarias (Goater,
Goater & Gerald, 2014).

2.3.6. Sistema reprodutor

Os representantes do género Fasciola sdo hermafroditas, possuindo conjuntos completos
de 6rgdos reprodutores masculinos e femininos. O poro genital pode ser identificado pela
convergéncia dos ductos reprodutivos masculinos e femininos. Normalmente, a presencga do cirro
ajuda a identificar o ducto masculino e uma fileira de ovos de cor bronze o ducto feminino
(Hendrix & Robinson, 2012; Bowman, 2014).

Os espermatozoides sao produzidos em dois testiculos localizados na porgao posterior do
corpo, o esperma é conduzido através dos vasos eferentes, que se fundem para formar o canal
deferente, ou o ducto de esperma. A porgéo terminal do sistema masculino geralmente termina
no cirro (6rgdo copulador), ao qual estdo associados a glandula prostatica e a vesicula seminal.
Durante a cOpula, o cirro é inserido no gonosporo da fémea e o esperma é conduzido pelo trato
reprodutor feminino até ao recetaculo seminal onde & armazenado. Os 6vulos séo produzidos
num anico ovario, seguem pelo oviduto e, a medida que passam pela abertura do recetaculo
seminal, sdo fecundados. O zigoto diploide segue para o 06tipo, o qual é cercado pela glandula
de Mehlis. O ducto vitelino liga as glandulas vitelinas, dispersas ao longo de ambas as
extremidades laterais do corpo, ao oétipo. As glandulas vitelinas produzem o vitelum e
substancias que participam na formacéo da casca de ovo. As enzimas libertadas pela glandula
Mehlis promovem o endurecimento da casca do ovo enquanto passa do o6tipo para o Utero. Um
elevado nimero de ovos € armazenado no Utero, sendo excretados através do poro genital e
eliminados para o ambiente juntamente com as fezes do hospedeiro (Hendrix & Robinson, 2012;
Bowman, 2014; Goater, Goater & Gerald, 2014).

E mais frequente a autofecundag&o, no entanto, a fecundag&o cruzada entre trematodas

adultos também ocorre (Hendrix & Robinson, 2012).

2.4. Ciclo devida

Os representantes do género Fasciola apresentam um ciclo de vida heteroxeno, ou seja,
desenvolvem-se em mais do que um hospedeiro durante o seu ciclo de vida (Loker & Hofkin,
2015).

Conforme representado na Figura 2, os parasitas adultos de Fasciola spp. desenvolvem-se
nos canais biliares de mamiferos infetados, eliminam ovos ndo embrionados nos ductos biliares

que sdo transportados para o exterior nas fezes do hospedeiro. Os ovos embrionam e em
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contacto com a agua, o miracidio liberta-se e invade o hospedeiro intermediario adequado, um
gastropode aquatico. Em condi¢Bes 6timas, o processo de desenvolvimento no gastrépode
completa-se em 5 a 7 semanas, passando o parasita pelas diferentes fases de desenvolvimento
larvar (esporocisto, rédia e cercaria). A cercaria liberta-se do caracol e enquista na vegetacao
aquatica sob a forma de metacercaria (forma infeciosa). Em contraste com as cercarias, as
metacercarias sdo envoltas por uma parede externa dura do quisto e podem sobreviver por
periodos longos em ambientes humidos. Os mamiferos adquirem a infecdo ingerindo a
vegetacdo contendo metacercarias. Os seres humanos podem-se infetar ingerindo plantas de
agua doce contendo metacercarias, nomeadamente agrido. Apés a ingestao, as metacercarias
desenquistam no duodeno, migram através da parede intestinal para a cavidade peritoneal, para
0 parénquima hepatico até aos ductos biliares, onde se desenvolvem em parasitas adultos
(Hendrix & Robinson, 2012; Bowman, 2014; Mehlhorn, 2016).

O ciclo de vida de Fasciola hepatica e de Fasciola gigantica sdo semelhantes, sendo uma
das principais diferencas o periodo pré patente. Na espécie Fasciola hepatica os parasitas
imaturos migram através do parénquima hepatico, os adultos atingem os ductos biliares 6 a 8
semanas pos infecdo enquanto em Fasciola gigantica ocorre 12 semanas ap0s a infe¢do. O
periodo pré patente de Fasciola hepatica é de 10 a 12 semanas enquanto que em Fasciola
gigantica é de 13 a 16 semanas (Taylor, Coop & Wall, 2016).

Metacercariae

o N on water plants

s Qe ingested by human,
Sporocyst ,f / \kng sheep, or cattle.
generation. t0s  Free-swimming =9

;s & cercariae attach to

“  water plants, lose

tail, and encyst as
metacercariae.

Miracidium
penetrates
snail tissue.

penetrate gut wall,
enter abdominal cavity,
and then penetrate liver.

Each egg
™ hatches to

release a
§ miracidium.

- Adults in
\ I.«“ Gy hepatic
Q" || ! biliary ducts.

Embryonated

Unembryonated
eggs passed in feces.

Figura 2 - Ciclo de vida Fasciola hepatica e Fasciola gigantica (Loker & Hofkin, 2015).

eggs in water.
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2.4.1. Ovo

Os ovos podem permanecer dentro da vesicula biliar por varias semanas ou serem
conduzidos para o limen intestinal juntamente com a bilis, sendo eliminados para o exterior
através das fezes (Hendrix & Robinson, 2012; Bowman, 2014; Mehlhorn, 2016).

A Fasciola hepatica é capaz de produzir mais de 20 000 ovos por dia (Loker & Hofkin, 2015).
Os ovos de Fasciola hepatica sdo ovais, operculados amarelo-castanho e medem 130 a 150um
de comprimento e 60 a 90 um de largura (Hendrix & Robinson, 2012). Os ovos de Fasciola
gigantica sdo semelhantes aos de Fasciola hepatica, mas de maiores dimensdes, medindo 150
a 190um de comprimento e 90 a 100um de largura (Aspock, 2016).

No momento da eliminag¢é@o, cada um desses ovos € uma capsula operculada que contem
no seu interior um évulo fecundado e um conjunto de células vitelinas (Bowman, 2014).

Os ovos recentemente eliminados de Fasciola hepatica podem ser mantidos no escuro até
um ano. Quando expostos a luz do comprimento de onda correto embrionam em poucos minutos
(Goater, Goater & Gerald, 2014). No ambiente externo, os ovos embrionam, em contato com a
agua eclodem libertando o primeiro estado larvar mével designado por miracidio (Hendrix &
Robinson, 2012; Bowman, 2014).

A incubacao dos ovos de Fasciola hepatica é estimulada por luz azul-violeta (450-550nm) e
apos esse estimulo o miracidio liberta enzimas proteoliticas que digerem a substancia que
segura o opérculo. O coloide que se encontra dentro do ovo na forma de gel é convertido numa
solucéo coloidal, duplicando o seu volume, levando a um aumento de presséo, dessa forma o
opérculo é afastado e o miracidio liberta-se (Goater, Goater & Gerald, 2014).

2.4.2. Miracidio

O miracidio (Figura 3 — A) é a primeira forma larvar, atinge um comprimento de 130um, ndo
se alimenta, tem sistema nervoso, um sistema excretor rudimentar e um conjunto de células
germinativas (Mehlhorn, 2016). E coberto por cilios que Ihe conferem mobilidade dentro de agua,
possui um par de ocelos, recetores de luz, que facilitam o encontro com o primeiro hospedeiro
intermediario. Na extremidade anterior possuem uma papila conica armada com um complexo
enzimatico que promove a penetracéo no hospedeiro (Bowman, 2014; Mehlhorn, 2016).

O miracidio desenvolve-se no ovo entre 9 a 10 dias a temperaturas entre 22 a 26 °C,
havendo um desenvolvimento reduzido a temperaturas abaixo de 10 °C (Taylor, Coop & Wall,
2016).

Ao eclodir afasta o opérculo do ovo e devera encontrar o gastropode aquatico adequado
nas 20 a 30 horas seguintes. Durante esse periodo utiliza as suas reservas de glicogénio e ap6s
0 consumo destas morre. (Bowman, 2014; Mehlhorn, 2016). Para outros autores, a vida util do

miracidio é de apenas 3 horas (Taylor, Coop & Wall, 2016).
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Assim, é possivel dividir a interacdo do miracidio com o seu hospedeiro em trés fases. Em
cada uma dessas fases, a selecdo natural favoreceu a evolugdo de um conjunto complexo de
adaptacdes comportamentais que contribuem para o0 sucesso no seu desenvolvimento.

A primeira fase abrange as respostas comportamentais aos estimulos fisicos que orientam
0s miracidios para a proximidade do seu hospedeiro. O miracidio de Fasciola hepatica, é
fototatico positivo e geotatico negativo, respostas que 0 posicionam ao longo da interface
terra/agua, onde o hospedeiro intermediario, Lymnaea truncatula, € mais comum. O miracidio de
Fasciola gigantica é fototatico negativo e geotatico positivo, respostas comportamentais que o
posicionam em aguas mais profundas, onde a probabilidade de contato com os hospedeiros
intermediarios é superior.

A segunda fase inicia-se no habitat do hospedeiro quando o miracidio o procura, com um
movimento intitulado como «varredura aleatéria». E um movimento progressivo, longo, rapido,
com poucas voltas e acompanhado com rotacdes de aproximadamente 90 graus ao longo do
eixo mais longo do corpo.

A terceira fase do comportamento do miracidio é a sua penetra¢do no gastropode aquatico,
envolve o contato, o reconhecimento e finalmente a penetragdo. Quando o miracidio esta a
poucos milimetros do seu hospedeiro, 0 movimento progressivo da segunda fase da lugar a um
comportamento frenético e cadtico. Acentuam-se as mudancas de dire¢cdo que passam a ser
abruptas e de 180 graus (Goater, Goater & Gerald, 2014).

Apéds o contato fisico com o hospedeiro, com o auxilio de enzimas proteoliticas, as larvas
perfuram o tecido deste dirigindo-se para os hepatopéncreas. O miracidio perde o seu epitélio
ciliado & medida que a penetragao prossegue, transforma-se num longo tubo alongado com cerca
de 0,5mm de comprimento denominado esporocisto (Carrada-bravo, 2003; Goater, Goater &
Gerald, 2014; Mehlhorn, 2016).

2.4.3. Esporocisto

O esporocisto encontra-se na regido periesofagica do gastropode, tem a forma de bolsa e
é o local de desenvolvimento de um nimero elevado de rédias. (Hendrix & Robinson, 2012;
Mehlhorn, 2016).

2.4.4. Rédia

As rédias desenvolvem-se e rompem a parede do esporocisto, libertando-se para os tecidos
do gastropode. Em 15 dias surge uma primeira geragdo de rédias que podem produzir rédias de
segunda geragdo, atingem um tamanho de 1,5 a 2mm e ja possuem uma ventosa oral, uma
faringe e um intestino cilindrico ndo ramificado (Campillo & Vazquez, 2001; Mehlhorn, 2016).
Dentro de cada uma desenvolvem-se varias cercarias que migram nos tecidos do caracol
(Hendrix & Robinson, 2012; Bowman, 2014).
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2.4.5. Cercéaria

As cercarias (Figura 3 — B) sdo larvas do tipo girino, com um corpo discéide, medem entre
200 a 400um e libertam-se do gastropode cerca de 5 a 8 semanas ap6és a infecéo pelo miracidio
(Bowman, 2014; Mehlhorn, 2016). Nesta fase larvar ja se encontram desenvolvidas as seguintes
estruturas: ventosa oral, ventosa ventral, boca, faringe, intestino, 6rgédos reprodutores primitivos
e células secretoras especiais com 0s respetivos canais excretores (Bowman, 2014).

No ambiente, as cercarias movimentam-se na dgua com o auxilio de uma cauda com cerca
de 1mm de comprimento. Em poucos minutos encontram plantas que se estejam préximas do
nivel da agua, perdem a cauda e, através de células secretoras que se localizam ao lado da
faringe, libertam mucoproteinas (Bowman, 2014; Mehlhorn, 2016). Essas mucoproteinas formam
uma fina parede de quisto em torno da cercéria, enquistando-a, passando a designar-se por
metacercaria (Hendrix & Robinson, 2012; Mehlhorn, 2016).

O gastropode aquético serve como amplificador. Estima-se que um miracidio possa produzir
mais de 600 metacercérias, estando presente um fendmeno de poliembrionia (Urquhart et al.
1996).

2.4.6. Metacercaria

Tem um didmetro de 200 a 300pum e encontra-se aderente e enquistada a vegetacéo até a
ingestéo pelo hospedeiro definitivo (Bowman, 2014; Mehlhorn, 2016).

Apresenta elevada sobrevivéncia em ambiente humido e pouca resisténcia a dessecacao
(Carrada-bravo 2003). Em ensilagem, as metacercarias perdem rapidamente a capacidade
infetante, contudo ingestdo de ensilagem de mé& qualidade pode potenciar a infe¢ao. Nos bovinos
existem descri¢bes de transmissao placentaria (Urquhart et al., 1996; Campillo & Vazquez, 2001;
Carrada-bravo, 2003).

2.4.7. Da metacercaria a forma adulta

Apbs a ingestdo da metacercaria (Figura 3 — C) pelo mamifero, o contacto desta com o
baixo pH do estbmago promove o inicio do desenquistamento. Ja no duodeno, a larva
desenquistada, responde a presenca da bilis com espasmos violentos, ocorrendo assim a total
libertacdo da larva (apenas a bilis provoca esta resposta). Os espasmos referidos, em conjunto
com a secrecdo de enzimas liticas permitem a larva penetrar através da parede intestinal para a
cavidade peritoneal. Ai a larva ndo se alimenta e através da ventosa oral e da ventosa ventral
adere ao endotélio que reveste a cavidade peritoneal. De seguida, movimenta-se ao longo do
endotélio peritoneal até ao figado. Uma vez no parénquima hepatico, inicia o processo de
histofagia (Loker & Hofkin, 2015). Neste momento a forma jovem mede entre 1,0 a 2,0mm de
comprimento e tem a forma de lanceta (Urquhart et al. 1996).

Desde a ingestdo das metacercéarias pelo hospedeiro definitivo, a larva necessita de 24h

para penetrar na parede intestinal, mais 24h até atingir a cavidade peritoneal e quatro a sete dias
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para penetrar no figado (Mehlhorn 2016). Apds cerca de seis a oito semanas de permanéncia no
parénquima hepético, as formas jovens entram nos canais biliares, migram para os ductos
maiores, ocasionalmente para a vesicula biliar e atingem a forma adulta. Comegam a eliminar
ovos cerca de um més e meio depois da infe¢do (Urquhart et al., 1996; Bowman, 2014; Taylor,
Coop & Wall, 2016).

A recetividade dos hospedeiros definitivos é variavel, sendo classificados em trés grupos: o
primeiro grupo inclui aqueles que reagem rapidamente & infecdo e previnem o seu
desenvolvimento, como o porco, o javali, 0 cdo; o segundo inclui os bovinos, equideos e homem,
que reagem mais tarde, quando o parasita ja esta implantado no figado e em dltimo lugar, os
mais recetivos, em que ha alta produtividade parasitaria e patogenicidade marcada, como no
caso dos ovinos, caprinos e lagomorfos (Urquhart et al., 1996; Campillo & Vazquez, 2001).

A vida util de Fasciola spp. é de oito a doze meses e 0 seu ciclo de vida completo em

condicbes favoraveis € de trés a quatro meses (Bowman, 2014; Mehlhorn, 2016).

Figura 3 — Miracidio (A), cercaria (B) e metacercéria (C) de Fasciola hepatica (Taylor, Coop & Wall, 2016)

2.5. Ecologia

Fatores importantes para manter os focos enzodéticos:

- Ampla gama de hospedeiros suscetiveis assegura a dispersdo dos ovos, aumentando a
infecdo da populagdo de hospedeiros intermediarios;

- Longevidade prolongada de ovos, metacercarias e adultos ajuda a manter a populagao
parasitaria na auséncia de transmissao;

- Poliembrionia dentro dos hospedeiros intermediarios, a elevada producéo de ovos pelos
adultos, aumenta a probabilidade de infecéo;

- Aumento da suscetibilidade de bovinos jovens e ovelhas proporciona acesso a uma grande
populacdo de hospedeiros nativos;

- Areas agricolas aumentam o potencial de transmiss&o devido a presenca de agua parada,

habitats favoraveis para os gastrépodes e hospedeiros definitivos (principalmente bovinos).
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- A hibernacdao e estivacao dos gastropodes permitem a sua sobrevivéncia assim como das

formas larvares em condic6es adversas (Samuel, Pybus & Kocan, 2001).

2.5.1. Hospedeiros intermediéarios

A ecologia das diferentes espécies de Fasciola spp. esta intimamente relacionada com a
dos gastrépodes que servem como hospedeiros intermediarios. Uma vez que os trematodas
digeneicos sdo muito especificos em relacéo aos seus hospedeiros intermediarios, a distribuicao
geografica das espécies é determinada pela distribuicao geografica dos ultimos (Bowman, 2014).
A distribuicdo dos parasitas Fasciola hepatica e Fasciola gigantica é universal sendo justificada
pela distribuicao igualmente universal dos hospedeiros intermediarios adequados. As espécies
Galba truncatula, Lymnaea rubiginosa e seu parasita associado, Fasciola hepatica, sao
encontrados em zonas de clima temperado e a uma altitude superior a 2500m acima do nivel do
mar. J& Lymnaea rupestris e Lymnaea natalensis associadas a Fasciola gigantica tém uma
distribuicdo mais tropical/subtropical em altitudes mais baixas, inferiores a 2000m (Nyindo &
Lukambagire, 2015).

Em vérios paises de Africa e da Asia, as espécies Fasciola hepatica e Fasciola gigantica
coexistem, nomeadamente nas areas de drenagem do rio Nilo, nas cordilheiras dos grandes
lagos e nos bracos do vale do Rift. As altitudes alternadas e as condi¢des climatéricas ai
presentes favorecem a existéncia dos gastropodes associados a ambos os parasitas. Em
Portugal e Espanha, em areas onde nao existe a Galba truncatula, provou-se experimentalmente
que Lymnaea limosa e Lymnaea palustris também podem também ser hospedeiros compativeis
e assim terem significado epidemiolégico (Campillo & Vazquez, 2001; Nyindo & Lukambagire,
2015).

A especificidade entre o trematoda e o hospedeiro intermediario € um fenémeno bioldgico
complexo relacionado com conceitos como efetividade, suscetibilidade, resisténcia, imunidade,
compatibilidade, localizacdo do hospedeiro, reconhecimento e atracdo do hospedeiro, filogenia
e variabilidade genética. A ampla informacgéo adquirida ao longo de décadas indica uma clara
preferéncia de Fasciola hepatica para Galba sp. e de Fasciola gigantica para Radix sp., no
entanto os limites do espectro do hospedeiro vetorial para cada espécie de fasciola ndo parecem
ser claros (Mas-Coma, Valero & Bargues, 2009).

Foi realizado um estudo que indica que tanto Fasciola hepatica como Fasciola gigantica
podem infetar os mesmos hospedeiros intermediarios, Radix natalensis e Galba truncatula. E
referido por Dar et al. (2003) que ha um efeito das espécies de gastrépodes aquaticos no
crescimento da rédia, resultando numa suscetibilidade individual de cada espécie de Lymnaea
as infe¢Bes por Fasciola spp.. A capacidade do hospedeiro intermediario para manter o
desenvolvimento larvar de Fasciola hepatica ou Fasciola gigantica variou com as espécies de
gastropodes utilizados nos ensaios.

A disponibilidade de habitats adequados, atendendo a caracteristicas como a composi¢ao

do solo e fatores climaticos como temperatura e humidade, determina a taxa de reproducéo de
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Lymnaea sp. e, consequentemente, a dindmica epidemiolégica (Carrada-bravo, 2003; Urquhart
et al., 1996). Os gastrépodes que servem como hospedeiros intermediarios das diferentes
espécies de Fasciola spp. requerem solos neutros e que permanegcam razoavelmente himidos
ao longo do ano (Bowman 2014). Relativamente a Galba truncatula, um ambiente com pH
levemente &cido é ideal para o seu desenvolvimento, contudo, niveis de pH excessivamente
acidos tornam-se prejudiciais, como ocorre em pantanos de turfas e areas de musgo (Urquhart
et al. 1996). As caracteristicas do solo podem variar muito em distancias curtas e € comum em
zonas de pastagem haver locais com gastropodes e metacercarias de Fasciola hepatica e a
restante pastagem ser segura (Bowman 2014).

Relativamente ao habitat dos gastrépodes, sdo considerados focos primarios e areas de
extensdo. Os focos primérios séo locais permanentemente himidos, margens de rios com pouco
caudal, lagos, lagoas e regueiros, locais onde se reproduzem constantemente. Além dos
referidos, os solos humidos, como os argilosos, constituem outro tipo de reservatério natural.
Nestes bidtopos, a populagéo de gastropodes permanece uniforme e em quantidade geralmente
reduzida (Urquhart et al., 1996; Carrada-bravo, 2003). Surgem focos de extensédo dos focos
primarios quando ocorrem inundacdes, surgindo nessas zonas grandes concentracbes de
moluscos, transportados pelas aguas.

Areas pantanosas ou qualquer depressdo que possa armazenar um pouco de agua por
algum tempo pode servir como fonte de infegdo durante periodos com chuvas em quantidade
apropriada, surgindo os habitats temporarios (Carrada-bravo, 2003; Bowman, 2014). Deste
modo, os habitats temporéarios ou de extensdo em &reas de pastagem séo as zonas enzodbticas
onde ocorrem surtos graves de fasciolose. As epidemias de fasciolose aguda em climas
temperados séo raras durante o inverno e ocorrem geralmente apoés o final das chuvas de verao
e outono, subsequentes a um periodo seco (Carrada-bravo 2003).

Os surtos de fasciolose durante os periodos de seca aparentemente sdo uma antitese, mas
existem e podem ser explicados. As chuvas ou airrigagéo apds um periodo seco criam condi¢tes
favoraveis nos campos para a reproducdo de gastropodes que sobreviveram durante o periodo
de seca. Durante o periodo de seca, a vegetagao verde ainda pode ser encontrada em zonas de
acumulacédo de 4gua e os animais tendem a pastorear essa vegetacdo. O intenso pastoreio
dessas zonas por animais infetados, aumenta a probabilidade dos gastropodes se infetarem. As
plantas ai localizadas sdo suscetiveis de estar fortemente contaminadas por metacercérias e
surge assim um importante foco de infecdo levando a que o pastoreio concentrado nessas zonas

possa resultar em elevados niveis de infecao (Urquhart et al., 1996; Carrada-bravo, 2003).

2.5.2. Temperatura e Humidade

Tanto 0s ovos como as metacercarias de Fasciola hepatica podem sobreviver durante o
inverno. A populagdo de parasitas sobrevive & estacdo mais extrema, tanto no hospedeiro
intermediario como no ambiente (Urquhart et al., 1996; Bowman, 2014).
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Para que os gastrépodes se reproduzam e para que haja o desenvolvimento das formas
larvares no seu interior, € necessaria uma temperatura diurna/noturna média igual ou superior a
10 °C, uma vez que a atividade destes cessa a 5 °C. A temperatura necessaria ao
desenvolvimento do hospedeiro intermediario € também a adequada ao desenvolvimento e
eclosédo dos ovos de Fasciola hepatica. Contudo, s6 quando as temperaturas atingem valores de
15 °C ou superiores, é que ocorre uma multiplicacdo significativa do hospedeiro intermediario e
dos estados larvares do trematoda (Urquhart et al. 1996). Relativamente a Fasciola gigantica, a
temperatura minima de desenvolvimento é de 16 °C (Mas-Coma, Valero & Bargues, 2009).

A sobrevivéncia de metacercarias € baixa em condicGes de elevadas temperaturas e de
seca, contudo, podem sobreviver varios meses no feno. A infegdo de ruminantes pode ocorrer
por ingestdo de feno cultivado em prados infestados, surgindo casos de fasciolose longe do local
de origem de um surto (Urquhart et al., 1996; Carrada-bravo, 2003).

Quando as chuvas excedem a evaporagdo e se atinge a saturagdo do meio ambiente,
surgem condig¢8es ideais de humidade para a reproducgéo dos gastrépodes, o desenvolvimento
dos ovos no ambiente e para que as cercarias abandonem o hospedeiro intermediario (Urquhart
et al. 1996).

Os meses em que as condi¢Bes climéaticas sdo favoraveis para o desenvolvimento do
parasita sdo de maio a outubro na maior parte do oeste da Europa, em Portugal ocorrem em

todos os meses, exceto nos meses de verao, mais quentes e mais secos (Caminade et al. 2015).

2.5.3. Alteragdes climaticas

O clima atual e as mudancas globais parecem afetar cada vez mais a distribuicdo dos
gastropodes. Como consequéncia de véarios fendmenos relacionados com as mudancas
climéticas, ambientais e com fatores socioeconémicos, a fasciolose € uma doenca parasitaria
emergente/reemergente em muitos paises (Nyindo & Lukambagire, 2015).

O clima europeu nas Ultimas quatro décadas parece ser adequado ao desenvolvimento do
parasita e dos seus hospedeiros intermediarios, coincidindo as areas mais favoraveis com
regides com grande densidade de bovinos e pequenos ruminantes. A adequacao climatica
simulada por Caminade et al. (2015) para a fasciolose, indicou um aumento significativo durante
a década de 2000 no centro e noroeste da Europa, confirmado com o aumento das infeces
observadas em ruminantes nesse periodo. Neste estudo, as mudancas climaticas estimadas
para o norte da Europa, poderdo aumentar até quatro meses, o periodo de tempo favoravel ao
desenvolvimento do parasita no ambiente. J& no sul da Europa, diminuira o risco nos meses de
verdo devido as condi¢cdes mais secas e aumentara o risco durante os meses de inverno, uma
vez que as mudancas projetadas de temperatura e humidade irdo favorecer o desenvolvimento
dos estados de vida livre e 0 do gastropode entre novembro e marco. Na Europa central e a
noroeste, prevé-se que o risco diminua durante os meses de verdo devido as condi¢cdes mais
secas, enquanto se espera um aumento nos meses de primavera e outono (abril-maio e outubro-

novembro) devido as temperaturas mais favoraveis sobre as regiées himidas.
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Por exemplo, Caminade et al. (2015) refere um estudo recente sobre o impacto das futuras
alterag@es climaticas no risco de fasciolose no Reino Unido, o qual prevé que, apesar do risco
simulado aumentar a longo prazo na maioria das regibes, algumas poderdo sofrer uma
diminuigdo nas infecdes de verdo devido a restricdo de agua disponivel esperada para a década
de 2040. Atualmente, as recentes alteragfes climaticas podem ter favorecido a propagagéo da
fasciolose neste pais, observando-se um aumento da sua prevaléncia.

2.6. Hibridos

Nas areas onde as espécies de Fasciola hepatica e Fasciola gigantica coexistem, podem
surgir duas situacbes de sobreposicdo diferentes. Uma sobreposicdo local, quando as
caracteristicas climaticas ao longo do ano permitem a coexisténcia de espécies de Galba sp. e
Radix sp. no mesmo local (em cursos de agua proximos ou até no mesmo curso de agua),
possibilitando assim a transmissdo e consequente infecdo por ambas as espécies. Uma
sobreposi¢cdo zonal, quando ocorre em regies com altitudes diferentes. Os locais de altitude
elevada tém condi¢des climatéricas favoraveis ao desenvolvimento de Galba truncatula e
Fasciola hepatica e as regides de altitude mais baixa, com temperaturas mais elevadas,
favorecem o desenvolvimento de Radix sp. e Fasciola gigantica. A infecdo dos hospedeiros
definitivos com ambas as espécies nestas regides ocorre pela deslocagdo destes de locais de
menor altitude para locais de altitude superior nas proximidades e vice-versa (Mas-Coma, Valero
& Bargues, 2009).

Em 2008, Periago et al., estudaram as espécies de fasciola no delta do rio Nilo e os
resultados indicaram a presenca de Fasciola hepatica, Fasciola gigantica e de formas
intermédias (a designar por Fasciola sp.). Este € considerado um caso tipico de sobreposicdo
local onde Galba truncatula e Radix natalensis caillaudi sdo encontrados em diferentes cursos
de agua préximos uns dos outros e em redor da mesma localidade, onde animais e humanos
apresentam a infecdo por ambas as espécies. Nesta situacéo € referida uma sazonalidade na
infecdo por Fasciola sp. uma vez que no Delta do Nilo as temperaturas mais suaves no inverno,
inicio da primavera e final do outono séo favoraveis ao desenvolvimento de Galba truncatula e
de Fasciola hepatica, enquanto as temperaturas quentes do final da primavera, verao e inicio do
outono parecem apropriadas para Radix natalensis cailliaudi e Fasciola gigantica. O longo
periodo de vida util das formas adultas permite que individuos das duas espécies e hibridos
sejam transmitidos por uma ou varias espécies de Lymnaea e se encontrem no mesmo
hospedeiro definitivo (Mas-Coma, Valero & Bargues, 2009).

A hibridacao cruzada interespecifica entre Fasciola hepatica e Fasciola gigantica foi
também descrita no Japao onde foram encontrados exemplares de Fasciola sp. com sequéncias

de DNA ribossomico idéntico as de Fasciola hepatica e, simultaneamente, sequéncias de DNA
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mitocondrial proximas as de Fasciola gigantica (M. Adela Valero et al. 2009). Os espécimes
considerados formas intermédias permanecem classificadas como Fasciola sp. uma vez que &

dificil atribui-las a uma espécie determinada (Ashrafi et al. 2006).

2.7. Patogenia

A patogenia varia de acordo com a fase de desenvolvimento parasitario no figado e a
espécie de hospedeiro envolvida (Urquhart et al. 1996). A fasciolose pode surgir de forma aguda
ou crénica. As manifestacfes patoldgicas associadas a presenca de Fasciola spp. no figado
diferem consoante 0 niumero de metacercarias ingeridas, o estado de desenvolvimento do
parasita e a presenc¢a ou auséncia de Clostridium novyi (Bowman, 2014; Aspock, 2016). A
patogenicidade depende também da capacidade infetante da metacercaria. Foi comprovado
experimentalmente que a temperatura ambiental durante o desenvolvimento larvar no
gastropode tem influéncia, as cercarias com maior poder infetante formam-se entre os 22 a 23°C
(Campillo & Vazquez, 2001).

A migracdo dos estados juvenis do intestino para a cavidade peritoneal pode ocasionar
lesbes de peritonite, podendo desenvolver-se de forma aguda ou crénica (Aspock, 2016;
Mehlhorn, 2016).

2.7.1. Forma aguda

A fasciolose aguda é menos comum que a fasciolose crénica sendo quase sempre
observada em ovelhas (Aspock, 2016). Manifesta-se cerca de seis semanas apos a infecdo com
mortes sUbitas, maioritariamente durante o outono e inicio do inverno. Surge por ingestédo de
grandes quantidades de metacercarias, em geral acima das 2000 (Urquhart et al. 1996).

Podem ocorrer grandes infegcbes associadas ao quadro agudo quando, por exemplo,
borregos sdo transportados para pastagens com areas pantanosas que foram fortemente

contaminadas na estacdo anterior (Bowman, 2014).

Fisiopatologia e sinais clinicos

A fasciolose aguda é essencialmente uma hepatite traumatica com hemorragias graves
provocadas pela migracao simultdnea de um grande nimero de formas jovens provenientes de
metacercarias recentemente ingeridas (Urquhart et al., 1996; Bowman, 2014; Aspock, 2016).

Quando ocorre esta migracao, pode também surgir a “doenca negra", causada pela bactéria
Clostridium novi tipo B (Aspock, 2016). Um grau de parasitismo inferior, com traumas de menores
dimensbes, pode ser suficiente para que os tecidos danificados e mal oxigenados favorecam a
entrada e desenvolvimento da bactéria que, devido as suas toxinas, é rapidamente fatal
(Bowman, 2014).
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Os animais ficam iméveis, anoréticos e apresentam ascite, tendo o abdémen distendido e
doloroso ao toque. A morte pode ocorrer rapidamente ou apos varios dias (Urquhart et al., 1996;
Aspock, 2016).

LesOes

No exame post-mortem observa-se um exsudado sanguinolento na cavidade abdominal.
Existe hepatomegalia, o figado encontra-se friavel, hemorragico e apresenta zonas cobertas por
fibrina. Sao visiveis os trajetos parasitarios e aquando da incisao, observa-se um elevado nimero

de formas jovens de Fasciola spp. (Urquhart et al., 1996; Bowman, 2014).

2.7.2. Forma Subaguda
Esta forma da doengca ocorre entre as seis e dez semanas apds a ingestdo de
aproximadamente 500 a 1500 metacercarias, ingeridas por um periodo mais longo. Ocorre

essencialmente no final do outono e no inverno (Urquhart et al. 1996).

Fisiopatologia e sinais clinicos

Héa formas jovens de Fasciola hepatica que ja atingiram os ductos biliares, onde causam
colangite, enquanto outras ainda se encontram na fase migratéria no figado. As lesdes hepéticas
nesta fase sdo menos graves, mas semelhantes as da fase aguda.

Os animais tém hepatomegalia e uma anemia hemorragica grave com hipoalbuminemia.
Apresentam mucosas pdlidas, podem apresentar edema submandibular, observando-se

também perda de condicao corporal (Urquhart et al. 1996).

Lesdes

Quando nao tratada, os animais podem apresentar sintomatologia clinica uma a duas
semanas antes da morte, sendo esta menos precoce comparativamente com a ocorrida na forma
aguda da doenca. Verifica-se a existéncia de hepatomegalia e na superficie e no parénquima

hepético pode haver hemorragias e lesdes necréticas (Urquhart et al. 1996).

2.7.3. Forma croénica

E aforma de fasciolose mais comum, ndo apresentando sinais clinicos especificos (Aspock,
2016). E observada principalmente do final do inverno ao inicio da primavera e ocorre quatro a
cinco meses apos a ingestédo de quantidades moderadas de metacercarias (200 a 500) (Urquhart
et al., 1996).
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Fisiopatologia e sinais clinicos

A doenca cronica esta associada a presenca de parasitas adultos nas vias biliares e
caracteriza-se pelos sinais clinicos classicos de uma hepatite (Bowman, 2014). Dependendo da
quantidade de parasitas, os sintomas da doenca podem variar de leves a graves, podendo até
ocorrer a morte (Mehlhorn, 2016).

Os animais apresentam perda de apetite, ha uma reducgéo na eficiéncia da converséo de
alimentos com reducdo do ganho de peso ou mesmo perda de condicdo corporal. Ficam
progressivamente mais fracos, podendo apresentar distarbios digestivos inespecificos. Ha um
efeito negativo na producéo de leite e ocorre perda de pelo. As mucosas encontram-se palidas
como consequéncia da anemia instalada. Ocorre hipoproteinémia, pelo que os animais podem
apresentar edema subcutaneo, especialmente no espago intermandibular e sob o abdémen
(consultar 2.8.1) (Bowman, 2014; Aspock, 2016; Mehlhorn, 2016).

A ictericia raramente é sinal no animal vivo. Em ovelhas sem sintomas aparentes de
fasciolose, pode ocorrer reducdo na producdo de & e diminuicdo da taxa de concecdo e/ou

influenciar o implantacéo do feto (Aspock, 2016).

Lesdes

Quando as formas juvenis do parasita se libertam no duodeno e no jejuno do hospedeiro,
ao migrar pela parede do intestino ndo provocam lesdes significativas, contudo surgem focos
necroticos e fibrosos no peritoneu relacionados com a migracéo larvar. Podem ocorrer lesdes
ectopicas e parasitas com localizagBes erraticas nos vasos sanguineos pulmonares e nos
ventriculos cerebrais. Quando as formas jovens perfuram a capsula de Glisson, surge um
infiltrado de leucécitos (Carrada-bravo, 2003). Quando penetram no parénquima hepatico ocorre
necrose provocada pelo trauma decorrente da migracdo e pode surgir hepatite intersticial e
fibrose perilobular induzidas por metabolitos toxicos (Carrada-bravo, 2003; Aspock, 2016). O
figado geralmente apresenta-se palido, fibrético e com contorno irregular (Urquhart et al., 1996).

A invasao dos canais biliares pelos parasitas esta associada a inflamacéo (h& colangite e
colangiectasia) por lesdo da mucosa biliar provocada pelos espinhos presentes no tegumento
dos parasitas (Urquhart et al., 1996; Aspock, 2016). Por Loker & Hofkin, (2015) é referida uma
resposta hiperplasica com proliferacdo de células epiteliais do ducto biliar que servirdo de
alimento as formas de Fasciola spp.. Esta hiperplasia por sua vez esta associada a excrecao de
grandes quantidades do aminoacido prolina pelo parasita (Bowman, 2014).

A maioria dos organismos usa 0 glutamato como substrato para a sintese de prolina,
contudo Fasciola hepatica usa a arginina oriunda do hospedeiro. As grandes quantidades de
prolina produzidas por este trematoda correlacionam-se com uma via da prolina extremamente
ativa. As enzimas envolvidas nesta via no género Fasciola sdo muitas vezes mais ativas do que

nos tecidos dos mamiferos, o que, juntamente com a auséncia de prolina oxidase, ajuda a
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explicar os niveis excessivos de prolina produzidos e que estdo implicados na patogénese das
infecBes por este parasita, nomeadamente na hiperplasia do ducto biliar (Aspock, 2016).

A necropsia de bovinos cronicamente infetados por Fasciola hepatica revela ductos biliares
distendidos, espessos (devido a proliferacdo excessiva de tecido fibrotico), calcificados e com
presenca de parasitas adultos no seu limen (Bowman, 2014; Aspock, 2016). A presenca de
numerosos parasitas, a inflamacéo e a extensa proliferacéo celular podera levar a oclusédo do
Iimen do ducto biliar (Aspock, 2016).

2.8. Diagnoéstico laboratorial

2.8.1. Hematologia

Quando as formas juvenis do parasita séo libertadas no duodeno e no jejuno do hospedeiro
e migram pela parede intestinal para a cavidade peritoneal surge uma eosinofilia importante
(Carrada-bravo, 2003). H4 alteragBes nas proteinas séricas e ocorre diminui¢cao da albumina em
comparacdo com as outras globulinas. Estas alteracdes ocorrem em duas fases. A primeira
ocorre no periodo de migracdo das formas de Fasciola spp. no figado e é caracterizada por uma
hipoalbuminemia progressiva, mas geralmente leve, motivada por uma sintese reduzida de
albumina e pela expanséo do volume plasmético. Ocorre também uma hiperglobulinemia, que é
variavel, e surge por um aumento da sintese de imunoglobulinas em resposta aos antigénios
parasitarios. A segunda fase esta associada a presenca de parasitas adultos nas vias biliares,
ocorre perda adicional de proteinas plasmaticas por extravasamento, pela mucosa biliar
hiperplasica. Nesta fase a gravidade da hipoalbuminemia esta relacionada com a perda de
albumina pelo intestino e com as taxas de sintese e de catabolismo da albumina. Estas, por sua
vez, estdo relacionadas com os niveis de nutricdo, apetite e carga parasitaria. O aumento da
sintese de albumina, provavelmente utiliza os aminoéacidos disponiveis do metabolismo de outras
proteinas (musculo, leite e 1d), responsavel pelos baixos niveis de produtividade observados nos
animais infetados com Fasciola hepatica (Urquhart et al., 1996; Aspock, 2016).

A anemia é do tipo normocrémica normocitica, embora tenha sido relatada alguma
macrocitose, que pode ser explicada por diversos fatores. Na fase migratéria ocorrem
hemorragias pela destruicdo dos vasos hepaticos e quando os parasitas adultos atingem os
ductos biliares ha lesdes da mucosa e ocorrem hemorragias intrabiliares. E sugerido por Aspock
(2016) que a anemia pode ter origem na producéo de prolina pelo parasita, ao usar a arginina
como substrato, uma vez que este tem atividade hematéfaga (Urquhart et al. 1996). O dltimo
grau de anemia ndo esta relacionado com a gravidade da hemorragia biliar, mas sim com a
capacidade eritropoética do animal que é influenciada pelos niveis de proteina e ferro da dieta
(Aspock, 2016).
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Em ovinos, os testes indicados para avaliar a funcdo hepdatica sdo o teste de excrecao de
bromossulfaleina, a determinacédo sérica da transaminase glutamica oxalacética (GOT) e da

gama glutamil transferase (GGT) (Aspock, 2016).

2.8.2. Coprologia

Tradicionalmente, é aceite que a presenca de ovos de trematoda nas fezes indica a
presenca de parasitas adultos (Lamann, 2010). Deste modo, o diagnéstico de Fasciola spp. é
possivel por observacéo e contagem de ovos nas fezes doze semanas apos a infecdo no caso
da Fasciola hepatica e treze a catorze semanas apoés a infegdo por Fasciola gigantica (Yildirim
et al.,, 2007). S&o usados métodos de flutuacdo, técnicas de sedimentacdo tradicionais e o
FLOTAC®. O diagnéstico de fasciolose cronica por estes métodos é possivel, contudo, por uma
baixa produtividade de ovos ou por estes serem excretados de forma erratica, aumenta a
possibilidade de falsos negativos (Campillo & Vazquez, 2001; Lamann, 2010). As semelhancas
entre os ovos de Fasciola sp. e de Paramphistomum sp. dificulta o diagndstico diferencial entre
ambas as patologias, sendo por isso uma desvantagem destes métodos (Lamann, 2010).

Os métodos de flutuacdo tém como principio a utilizacdo de solu¢des hipertonicas de alta
densidade como o cloreto de sédio ou o sulfato de zinco. Tem como principal desvantagem a
deformacéo e colapso dos ovos por fendmenos osmaticos e é ineficaz em elimina¢cdes menores
que 10 ovos por grama (OPG). E entdo recomendado o método de sedimentagio, uma vez que
os ovos de trematoda tém densidade superior aos detritos nas fezes. Através de lavagens
sucessivas € possivel concentrar o sedimento. Em bovinos, 100 a 200 OPG indicam uma infe¢édo
provavelmente patogénica que justifica a administracdo de anti-helmintico (Campillo & Vazquez,
2001).

O aparelho FLOTAC® foi projetado para realizar a flutuagdo numa centrifuga, seguindo-se
uma transferéncia da porcdo apical da suspensao flutuante. A técnica FLOTAC® permite a
quantificacdo de ovos e/ou larvas de nematodas e trematodas, bem como quistos e oocistos de
protozoarios intestinais até 1 g de fezes (Lamann, 2010).

2.8.3. Serologia

Para diagnostico da fasciolose tém sido descritas técnicas serolégicas de precipitacéo,
aglutinacdo, imunofluorescéncia, ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e de fixagdo do
complemento. A técnica mais difundida em infecdes experimentais é a de ELISA com diferentes
modelos, utilizando antigénios somaticos de excrecao/secre¢do do parasita (Campillo &
Vazquez, 2001). Deste modo, sdo detetados anticorpos contra os parasitas produzidos pelo
sistema imunitdrio do hospedeiro. As técnicas imunoenzimaticas ndo apresentam as
desvantagens dos exames coprolégicos, nomeadamente no que respeita a precocidade na
detecdo da infecéo. E um método Util para o diagndstico de fasciolose no periodo pré patente da

infecdo, na avaliagdo de um tratamento anti-helmintico ou mesmo na realizagdo de um estudo
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epidemiolégico (Campillo & Vazquez, 2001; Lamann, 2010). Podem ser processados varios
S0ros ao mesmo tempo e os reagentes tém precos «acessiveis» (Lamann, 2010).

Foram desenvolvidos ensaios ELISA para a detecdo de antigénios parasitarios no sangue,
leite ou fezes de animais naturalmente infetados, com base no uso de anticorpos monoclonais e
policlonais. E um método viavel e fiavel de diagndstico de fasciolose usando amostras séricas
ou fecais (Lamann, 2010).

A presenca de anticorpos nem sempre se correlaciona com a existéncia de infecdo ativa,
mas apenas com a exposicao ao parasita, sendo a diminuicdo dos niveis de anticorpos lenta
apos a cura. A persisténcia de anticorpos (IgG) por longos periodos dificulta a interpretacéo dos
resultados (Lamann, 2010).

A biologia molecular, através da evolucdo dos métodos de purificagdo, permitiu a
caracterizagdo de genes que codificam antigénios especificos cuja expressdo num sistema
heterélogo permitiu a sua obtencdo em quantidade suficiente para aumentar a especificidade e
sensibilidade da prova (Campillo & Vazquez, 2001).

2.8.4. Diagnostico molecular

A biologia molecular é usada em muitas areas das ciéncias biomédicas e o0 numero de
aplicacbes na parasitologia veterinaria tem apresentado um rapido crescimento (Lamann, 2010).

As técnicas de biologia molecular possibilitaram a identificagdo e, em particular, a
diferenciagdo entre espécies de parasitas que estdo intimamente relacionadas e que sao de dificil
distincdo morfolégica como € o caso de Fasciola hepatica e de Fasciola gigantica.

A aplicagdo do conhecimento adquirido de uma espécie a uma espécie intimamente
relacionada € uma abordagem valida, deste modo o conhecimento previamente adquirido de
Fasciola hepatica tem sido aplicado ao estudo de Fasciola gigantica. No que se refere a
caracterizagdo do material genético, os estudos de biologia molecular do parasita sdo utilizados
na sua filogenia e taxonomia. Como € relatado com a identificacdo de uma populagéo de Fasciola
sp. do Japdo como uma provavel estirpe de Fasciola gigantica (Dalton, 1999).

As técnicas moleculares sdo também utilizadas para a caracterizacdo da
resisténcia/susceptibilidade do parasita a resposta imunitaria do hospedeiro, para identificacdo
de estirpes resistentes a antimicrobianos (Dalton, 1999). No caso da fasciolose, a genética
molecular também tem sido aplicada na investigacdo de uma vacina eficiente para a sua

prevencéo (Lamann, 2010).
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2.9. Tratamento

2.9.1. Farmacos
Na Tabela 2 estéo representados alguns dos farmacos usados no tratamento de Fasciola
sp., da sua andlise verifica-se que triclabendazol, rafoxanida e closantel sdo os que apresentam

uma maior eficacia.

Tabela 2 — Farmacos usados no tratamento de Fasciola sp.
xxx = alta eficacia contra algumas fases de desenvolvimento e diversas espécies; xx = parcialmente
efetivo (em relacéo as fases de desenvolvimento e diversidade de espécies); x = ligeiramente efetivo;
adaptado de (Campillo & Vazquez, 2001; Aspock, 2016; medvet.dgav, 2017).

Salicilanilidas

Bitionol NC 60 X + - - +
Rafoxanida NC 7,5 XX T+

Oxiclozanida Distocur® 10 X + - - -

Closantel Tabela 3 10 XX T+ T+ - -

Benzimidazois
Albendazol Tabela 4 10 X + S - +
] Cydectin TriclaMox 5
Triclabendazol 12 XXX + + + -
mg/ml+200 mg/mI®
Sulfonamidas
Clorsulon Pégina 26 7 X + + - +
Fendis halogenados

Nitroxinil Dovenix® 10 X + + - -

Salicilanilidas

Dos salicilanilidas faz parte rafoxanida, oxiclozanida, closantel e bitionol. Este grupo de anti-
helminticos atua por interrup¢do da fosforilagdo oxidativa havendo uma maior formagéo de
succinato (32%) e uma diminuicdo na sintese de adenosina trifosfato (ATP) (29%). H& um
aumento da necessidade de glucidos, um aumento da atividade da ATPase mitocondrial,
alteragfes no racio oxaloacetato/malato, diminuem as reservas de glicogénio e
consequentemente os niveis de ATP (Aspock, 2016). Foi apresentado um mecanismo de agéo
alternativo para o closantel, indiciando que o efeito inicial ndo é sobre a fosforilacdo oxidativa,
mas sim sobre a glicélise, especificamente pela acumulacao de glicose-6-fosfatos, uma vez que
a sua diminuicdo precede uma diminuicdo dos niveis de ATP. A diminuicdo de glicose-6-fosfato

pode estar associada a acidificagdo do tegumento por acao do closantel (Dalton, 1999). Este
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processo leva a uma disfuncdo neuromuscular, resultando de alteracbes na permeabilidade
i6nica que levam a uma paralisia espastica, que tem como consequéncia o desprendimento do
parasita, que deixa de se alimentar, aumenta as necessidades energéticas, € interrompida a
fosforilagcao oxidativa e ocorre morte dos parasitas associada aos baixos niveis de ATP (Aspock,
2016). Esta provado que tem atividade contra parasitas adultos das espécies Fasciola hepatica
e Fasciola gigantica (Aspock, 2016).

O bitionol e a rafoxanida ndo estdo disponiveis em Portugal. A oxiclozanida é
comercializada como Distocur 34 mg/ml®, é apresentada sob a forma de suspenséo oral e tem
como espécie alvo os bovinos. O intervalo de seguranca para carne e visceras é de catorze dias
e para o leite de quatro dias e meio («medvet.dgav» 2017).

O closantel é comercializado em Portugal sob as seguintes apresentages:

Tabela 3 — Apresentagdo dos farmacos com closantel («medvet.dgav» 2017).

Closamectin FF 5 Ivermectina ovinos Solugao injetavel Carne e
mg/ml + 125 mg/mI® Closantel bovinos visceras 49 dias
) ] . Carne e
Closamectin FF 5 Ivermectina ) Solucéo para §
bovinos _ . Visceras 28
mg/ml + 200 mg/mI® Closantel ungéo continua di
ias
. ] Carne e
Flukiver 50 ovinos o §
Closantel ) Solucgéo injetavel Visceras 77
mg/ml® bovinos )
dias
] ) Carne e
Flukiver 50 bovinos
Closantel ) Suspenséo oral Visceras 28
mg/ml® ovinos gi
ias

Sulfonamidas

Clorsulon é uma sulfonamida, cuja atividade é a inibicdo de duas enzimas glicoliticas, a
fosfoglicerato quinase e fosfogliceromutase, inibindo a utilizacdo dos carboidratos e,
consequentemente a sua utilizag&do para producdo de ATP (Lamann, 2010). Ocorre diminui¢éo
dos niveis de ATP, a motilidade dos parasitas é gradualmente eliminada, terminando numa
paralisia flacida, justificada pelo gradual esgotamento das reservas energéticas e pela cessagdo
da alimentacg&o (Aspock, 2016).

SO é comercializado em combinacdo com a ivermectina. Existem varias formulagfes
disponiveis: Alverin Plus 10/100 mg/mI®; Animec Super 10 mg/ml + 100 mg/ml®; Bimectin Plus
10/100 mg/mI®; Clormec Plus®; Clovertin Plus®; Ilvomec F® e Virbamec F® («medvet.dgav»
2017).
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Benzimidazois

O albendazol e o triclabendazol pertencem a classe dos benzimidazéis e atuam por inibicéo
dos microtibulos. O albendazol liga-se a beta-tubulina intracelular nos parasitas e evita a
formacéo de microtibulos para a divisdo celular. Deste modo ndo é mantida a integridade da
membrana superficial do tegumento. Para o triclabendazol, para além deste mecanismo foi
descrita atividade do seu metabolito sulféxido que inclui inibicdo da sintese proteica e interrupgao
da fosforilagdo oxidativa (Lamann, 2010; Aspock, 2016).

O febendazol, pertence a mesma classe de anti-helminticos, contudo néo é efetivo contra
Fasciola hepatica, mas mostrou eficacia para Fasciola gigantica, em ovelhas (Papich e Riviere,
2009).

O triclabendazol é ativo contra fasciolas com dois dias de idade (Campillo & Vazquez,
2001). Como acontece com outras espécies de fasciola, o triclabendazol tem elevada eficacia
contra formas Fasciola gigantica adultas e imaturas, numa variedade de hospedeiros. A eficacia
do mesmo diminui apés seis a oito semanas se ocorrer reinfecdo em pastagens contaminadas
apos o tratamento (Samuel, Pybus & Kocan, 2001).

E comercializado em Portugal associado & moxidectina como Cydectin TriclaMox 5 mg/ml
+ 200 mg/ml®, tem como espécie alvo os bovinos e é apresentado sob a forma de solugdo para
uncéo continua. O intervalo de seguranca para carne e visceras é 143 dias («medvet.dgav»
2017).

O albendazol ndo deve ser utilizado um més antes e um més depois da cobri¢do (Campillo

& Vazquez, 2001). O albendazol é comercializado em Portugal sob as seguintes apresentacgdes:

Tabela 4 — Apresentacgdo dos farmacos com albendazol («medvet.dgav» 2017).

Carne e
_ . Visceras 14
Albendavet 100 mg/ml®  Albendazol bovinos Suspenséo oral o
ias
Leite - 4 dias
Carne e
ovinos Visceras 14
Valben 25 mg/ml® Albendazol ) Suspenséo oral _
bovinos dias

Leite - 4 dias

Fendis halogenados
Os fendis halogenados, nomeadamente o nitroxinil, produz uma paralisia espastica rapida

por leséo do tegumento. Embora o mecanismo intrinseco da a¢do do nitroxinil no parasita nao
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esteja esclarecido, mostrou-se que o tegumento é um alvo importante para a droga (Papich,
2016).

Esta disponivel como Dovenix®, tendo como espécies alvo os bovinos e ovinos, apresenta-
se sob a forma de solugéo injetavel e tem intervalo de segurancga para carne e visceras de 60

dias («medvet.dgav», 2017).

2.9.2. Resisténcia aos anti-helminticos

Os compostos de salicilanilida, nomeadamente rafoxanida e closantel, sédo usados ha muito
tempo e de forma regular, particularmente para o tratamento da fasciolose em ovelhas, o que
selecionou estirpes resistentes de Fasciola hepatica em &reas endémicas de Nova Gales do Sul.
Estes dois compostos também s&o usados para o controle do nematoda Haemonchus contortus
no qual também ha evidéncias de resisténcia. As populagfes resistentes mantiveram-se em
vérias geracdes de ovelhas. Em cerca de 60% das propriedades e de diferentes regides
geogréficas de Nova Gales do Sul, os parasitas apresentaram resisténcia ao rafoxaneto nas
doses recomendadas para Fasciola hepatica e paralelamente foi evidente resisténcia ao
closantel. A resisténcia aos salicilanilideos também foi relatada no oeste da Inglaterra e Pais de
Gales. As populagbes de Fasciola hepatica resistentes ao rafoxaneto e ao closantel ndo
apresentam resisténcia lateral a oxiclozanida, o que se pode justificar pelas diferencas de
suscetibilidade relacionada com a idade do parasita e os fArmacos ou as suas caracteristicas
farmacocinéticas. Foi assinalada resisténcia cruzada ao nitroxinil, a qual se manifesta na forma
imatura e raramente no adulto. (Dalton, 1999).

O triclabendazol é um dos principais farmacos utilizados para tratar a fasciolose, tinha alta
eficdcia (> 98%) e é a formulacdo que atua em formas imaturas do parasita. Posto isto, o
triclabendazol tornou-se o farmaco de eleicdo para o tratamento de infe¢bes por Fasciola sp.,
especialmente em ovelhas. Pela sua seguranca e pela sua eficacia, os produtores néo
precisavam de testar os animais para confirmar a eliminagdo do parasita. A dependéncia
excessiva do triclabendazol resultou na selecdo de populacdes resistentes ao mesmo (Kelley et
al., 2016).

Na Figura 4 podemos observar os farmacos para o controle de Fasciola hepatica em
bovinos e ovinos que tém casos de resisténcia reportados.

A aparente resisténcia ao closantel, clorsulon e nitroxinil enfatiza a importancia de proteger
a eficicia dos anti-helminticos existentes (Kelley et al., 2016).

Um estudo realizado em ovelhas na provincia de Leon, Espanha, revelou o primeiro caso

de resisténcia ao albendazol no pais (Alvarez-Sanchez et al., 2006).

Contribuicéo para o estudo de Fasciola sp. em bovinos 28



Flukicides: Active

Mathod of Adminktration  Age of F. hapatica Raports of Resistance  Ref
Compound(s) Ayailablo Killad™ On-Fam
TCEZ and TCEZ-based  Oral, pour-on From early immature 30 cases abla 2
combinations
Albandazola Orzl, intranurminsl From adult 3 cases [FE20,91]
Clorsulon Injectabla, ol From adult; from lata 3 cases [36,76,91]

irnrnatune for oral

Closantal Pour-on, injactabla, oral From lata immatunes 1 casa [75]
Mitrooeynl Injactabla From adult 1 casa [4]
Nitrceoynil + clorsulon Injactabla From early immature Mo reports to data
Oneyclozanide Oral From adult Mo reports to date

#abal claims for eficacy of products containing each compound can vary as a result of differences in formulation and
raguiatory syetams in differant countries.

“Age of parasies: earfy immature, 1-4 weeks, parenchyma migration stage; late immature, -8 weeks, prepatent stage in
ble ducts; aduit, 12-14 waaks, bile duct staga [18].

Figura 4 — Farmacos para o controle de Fasciola hepatica em bovinos e ovinos e casos de resisténcia
reportados em todo o mundo (Kelley et al. 2016).

2.9.3. Profilaxia

Na profilaxia da infe¢&o por Fasciola spp. é importante combinar o tratamento dos animais
infetados com medidas higiénicas e de controlo das formas infetantes na pastagem. A eliminacgao
dos parasitas no hospedeiro definitivo infetado diminui a possibilidade de infecdo do gastrépode,
reduzindo assim o nimero de mollsculos infetados e a pressao de infecdo nas pastagens
(Campillo & Vazquez, 2001).

Nas areas endémicas sao recomendados dois tratamentos: um antes do envio dos animais
para a pastagem para evitar a sua contaminacéo e outro no final do outono se, entretanto, ndo
forem registados casos agudos da doenca. E importante drenar as zonas alagadas onde existe
0 hospedeiro intermediario ou como alternativa vedar o acesso dos animais a essas zonas e
construir bebedouros (Campillo & Vazquez, 2001; Mehlhorn, 2016).

O controlo das populag6es do hospedeiro intermediario pode ser feito por destruicdo
quimica ou mecéanica. Os moluscicidas tém eficicia variavel, dependendo das caracteristicas do
terreno e da época do ano. A sua utilidade prética € discutivel dado o elevado potencial bidtico
dos caracOis e 0 seu impacto ambiental negativo. Deste modo, o controle dos gastrépodes
geralmente ndo é recomendado devido ao grande nimero de fontes de agua, ao seu potencial
reprodutivo e & mao-de-obra necessaria para garantir o controlo de todas as populagdes. A
rotacao sazonal de pastagens ou de espécies em pastoreio também sdo importantes para reduzir

o risco de infe¢do (Campillo & Vazquez, 2001; Samuel, Pybus & Kocan, 2001; Mehlhorn, 2016).
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2.10. Fasciolose humana

Entre as zoonoses parasitarias, a fasciolose humana é atualmente classificada como uma
infecdo por trematodas com origem alimentar, com maior prevaléncia entre comunidades
agricolas em paises subdesenvolvidos (Nyindo & Lukambagire, 2015).

O numero de casos clinicos de fasciolose humana causados por Fasciola hepatica,
relatados e identificados durante inquéritos epidemioldgicos, aumentaram significativamente
desde 1980. O total de 7071 casos humanos reportados em 51 paises nos ultimos 25 anos,
distribuiram-se por: Africa (487 casos), América (3267), Asia (354), Europa (2951) e Oceania
(12), como se pode observar na Figura 5 (Mas - Coma, Esteban & Bargues, 1999). Entre as
areas do mundo com maior prevaléncia de fasciolose encontram-se as terras altas da Bolivia (o
Altiplano boliviano tem a maior prevaléncia no mundo), Equador, Peru, Cuba, Portugal, Espanha,
delta do Nilo no Egito, Africa, as regides do norte da Republica Islamica do Irdo e outros paises
da Asia e no centro do Vietname (Tolan, 2011). Segundo Mas - Coma, Esteban & Bargues,

(1999), o numero real de casos humanos deve ser muito superior ao relatado.

Bl Paises com casos reportados de infecdes por Fasciola spp
LT sem dados disponiveis
N&o aplicavel

Figura 5 - Distribuicdo de casos reportados de fasciolose (World Health Organization 2014)

Em relacéo a fasciolose humana séo consideradas varias situacdes epidemiol6gicas:
- Casos importados: casos diagnosticados numa zona em que nado ha fasciolose, tendo sido

previamente infetados numa area onde a transmissdo da Fasciola spp. ocorre.
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- Casos autoctones, isolados e ndo constantes: a infecdo é adquirida na area onde vivem e
onde a fasciolose animal esta presente. Os casos humanos aparecem esporadicamente, sem
qualquer constancia.

- Endémica: trés tipos de cenarios endémicos podem distinguir-se de acordo com a prevaléncia
na populagdo humana, com base no diagnostico coprologico (as prevaléncias com base em
provas soroldgicas podem ser um pouco maiores):

- Hipo-endémica: prevaléncia inferior a 1% e eliminacdo média de ovos inferior a 50 OPG.
A eliminacdo de um elevado nimero de ovos por grama de fezes ocorre apenas em casos
esporadicos. A participacdo humana na transmisséo é rara, estando associada a adequadas
instalacdes e sistemas de eliminacdo de esgotos.

- Meso-endémica: prevaléncia entre 1% e 10% com eliminagdo média de ovos de 50-300
OPG. As criancas dos cinco aos quinze anos de idade podem apresentar prevaléncias mais
altas. Pode haver transmisséo entre humanos, associada a situacdes de deficiente eliminacéo
de esgotos.

- Hiper-endémica: prevaléncia superior a 10% com eliminacdo média de ovos superior a
300 OPG, sendo frequente encontrar individuos com eliminagdes superiores a 1000 OPG.
Criancas dos cinco aos quinze anos geralmente apresentam maiores prevaléncias. Os individuos
humanos participam significativamente na transmissdo sendo locais onde ndo ha saneamento e
€ praticada a defecacdo no ambiente.

Nas epidemias em areas endémicas humanas podem estar envolvidos diversos fatores na
ocorréncia de surtos, como por exemplo, condi¢cfes climéticas favoraveis ao ciclo de vida do
parasita e do gastropode. Nas areas endémicas, prevaléncias elevadas em seres humanos (mais
de 70% por coprologia e até 100% por serologia) ndo parecem estar relacionadas a altas
prevaléncias em animais domeésticos. Em areas endémicas para animais, mas ndo para
humanos, ocorrem surtos, mas sempre de forma isolada e esporadica. Normalmente surge um
numero reduzido de individuos infetados, associados a mesma fonte de contaminagédo (Mas -
Coma, Esteban & Bargues, 1999; Mas-Coma, Valero & Bargues, 2009).

A prevaléncia de fasciolose humana pode ser negligenciavel em areas onde ocorre a forma
animal da doenca, variando amplamente nas areas onde € endémica. Por exemplo, ocorrem
prevaléncias muito baixas na Baixa Normandia, Franca com 0,34 + 3,1 casos por 100 000
habitantes, na Coérsega com 0,83 + 1,16 casos por 100 000 habitantes e uma prevaléncia de
0,7% (41 casos por 5861 individuos estudados) na VIl regido do Chile. Niveis médios de
prevaléncia sao registados na regido interior do Porto, Portugal, com prevaléncias de 3,2%; no
delta do Nilo, Egito com 7,3%; em Cajamarca, Peru com 8,7%; em Corozal, Porto Rico com
10,9%. Exemplos de altas prevaléncias séo registados na regido de Puno com 15,64% e 34,2%
no vale do Mantaro, ambas no Peru.

Em Portugal, no Porto um estudo prospetivo verificou um nivel de eliminagdo média de ovos
de 233 OPG (Mas - Coma, Esteban & Bargues, 1999). A incidéncia em Portugal varia consoante

0s autores, contudo parece haver consenso no que respeita a distribuicdo geogréafica a nivel
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nacional, com casos registados em quase todos os distritos do Continente e na Madeira, sendo
0 norte do pais a regido com maior nimero. No servico de Medicina Ill dos Hospitais da
Universidade de Coimbra, entre Janeiro de 1987 e Dezembro de 2001 ocorreram seis casos,
representando uma incidéncia de 0,29%. nos internamentos (Calretas & Carvalho, 2003).

A transmissao do parasita é facilitada pelas altas densidades de populagfes humanas e
animais, que vivem em proximidade. Como fatores importantes na transmisséo da infecdo, séo
referidos: cadeia de frio limitada, niveis baixos de inspecdo sanitaria, falta de medidas de
biosseguranca, consumo generalizado de vegetais crus, utilizacdo para uso doméstico de fontes
de agua ndo tratadas ou de aguas residuais ndo tratadas, assim como a emissédo de esgotos
para a agricultura (Nyindo & Lukambagire, 2015).

Estudos recentes demonstraram que muitas espécies de plantas de 4gua doce, além do
agrido, podem participar na infecdo humana, dependendo das regides geograficas e dos seus
habitos alimentares. Por exemplo, em Franca s&o citadas Taraxacum dens leonis (dente de ledo),
Valerianella olitora (alface da terra) e Mentha viridis (horteld) (Mas - Coma, Esteban & Bargues,
1999). A lavagem dos vegetais em agua corrente durante dez minutos elimina apenas 50% das
metacercarias. O vinagre e 0 permanganato de potassio parecem eliminar 100% das
metacercérias, apés dez minutos de exposi¢éo (Calretas & Carvalho, 2003).

O estabelecimento de medidas de controle para a fasciolose humana € dificil pela
heterogeneidade das caracteristicas epidemioldégicas e dos padrbes de transmissdo em
situacdes significativamente diferentes, como: a presenca de apenas uma espécie (Fasciola
hepatica ou Fasciola gigantica), ou ambas as espécies, ou as duas espécies mais hibridos; a
presenca de apenas uma espécie ou varias espécies de Lymnaea, que transmitem uma ou duas
espécies de Fasciola, ou ainda, que transmitem espécies em areas onde estas se sobrepdem;
uma ou mais espécies de animais desempenham um papel reservatério, como por exemplo os
mamiferos selvagens; transmissdo sazonal ou permanente; situacdes endémicas estaveis ou
emergentes; areas endémicas uniformes ou heterogéneas; uma ou mais fontes de infecéo
humana; problemas com métodos de diagnostico.

A heterogeneidade € tdo grande que os esquemas de controle ndo parecem viaveis. Para
muitas areas ou paises, recomendam-se medidas basicas de controle que devem incluir medidas
especificas para essa area ou pais (Mas-Coma, Valero & Bargues, 2009)

Devem ser implementados programas de vigilancia e rastreio nas areas endémicas com o
envolvimento interdisciplinar (Figura 6). A consciéncia global e uma abordagem “One health”
para as zoonoses devera ser mais abrangente no que se refere a fasciolose. No respeitante a
salde animal séo necesséarios esfor¢os continuos, incluindo medidas de controle para o comércio
e viagens, de modo a reduzir a passagem de animais infetados de um pais para outro. Nos
paises em desenvolvimento, um dos componentes importantes dos programas de controle é
assegurar a higiene da agua e dos alimentos. O envolvimento das partes interessadas e a
vontade politica de apoiar essas estratégias sdo cruciais para a aplicagdo efetiva dessas medidas
(Nyindo & Lukambagire, 2015).
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Figura 6 — Controlo integrado de Fasciola hepatica, factores que influenciam a prevaléncia do parasita
(Kelley et al. 2016).
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3. Material e métodos

O material e métodos é apresentado em trés partes, uma vez que a metodologia inerente a
cada uma delas é distinta. Deste modo, serdo consideradas nesta sec¢éo, a colheita de material

biolégico e recolha de dados, estudo morfométrico e a analise genética.

3.1. Colheita de material biol6égico e a recolha de dados

A populacdo de bovinos sujeita ao estudo foi constituida por bovinos provenientes de
diferentes regides do pais e que foram abatidos no matadouro de Beja (SAPJU carnes) entre 13
de Marc¢o e 31 de Maio do presente ano. Foram identificados os animais infetados e colhidos
espécimes adultos de Fasciola spp.,.

A identificacdo dos animais infetados realizou-se do seguinte modo: os figados infetados
foram identificados pelo inspetor sanitario oficial durante a inspecdo, através da incisdo da
superficie gastrica do figado e da base do lobo caudado para exame dos canais biliares. Apds a
identificacdo dos figados afetados procedeu-se a incisdo longitudinal, com uma faca ou tesoura,
de todos os canais biliares cujo calibre o permitiam; com o auxilio de uma pinca recolheram-se

cuidadosamente todos os exemplares de Fasciola spp. encontrados (Figura 7).

Figura 7 — A Figado apds a incisao de todos os canais biliares cujo calibre o permitiram. B — Figado

infetado com Fasciola spp. (original);

Os exemplares colhidos foram colocados em recipientes contendo agua da rede publica e
identificados com a data e nimero de ordem do animal na linha de abate. Foram transportados
para o laboratdrio e mantidos em agua a temperatura de refrigeracéo (4 °C) de modo a morrerem

por extensdo. Apds a sua morte, foram contabilizados e conservados em éalcool a 70°.
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Para a caracterizacao dos bovinos foram consultados os mapas de abate, cedidos pela
SAPJU, de onde foi possivel retirar informacéo sobre a idade e sexo dos animais abatidos, bem
como a classificag@o da carcaga e respetivo peso.

Para contabilizar a origem dos animais abatidos, foram consultados todos os registos da
inspecao ante-morten recolhendo-se as letras correspondentes as marcas de exploracdo que
codificam a localizacdo da exploracdo e o numero de animais que dai provinham. A
descodificacédo da localizacdo das explorac@es foi possivel consultando uma lista disponibilizada
pelos servicos oficiais. Para identificacdo da exploracdo de proveniéncia dos animais com
Fasciola spp., recorreu-se ao nimero de ordem de abate do animal, identificando-se nos mapas
de abate o niUmero da guia de transporte e, através dele, o registo da inspe¢édo ante-mortem.

Para o tratamento dos dados recolhidos e apresentacdo dos resultados usaram-se
diferentes ferramentas de dois programas de andlise estatistica, 0 Microsoft® Excel® 2016 e o
IBM® SPSS® Statistics versdo 24.

3.2. Morfometria

De todas as amostras contituidas pelos exemplares de Fasciola sp. colhidos em cada um
dos bovinos parasitados, foram selecionadas as infra populagbes com mais de quatro
exemplares de Fasciola spp.. Entre estes, selecionaram-se 25 animais com base nos seguintes
critérios: local de origem dos animais, idade dos animais e o numero de exemplares de Fasciola
spp. recolhidos no animal. Também foi utilizado como critério a relacdo entre 0 nimero total de
animais enviados para abate pelo produtor e o nimero de animais infetados.

Para identificagdo das amostras sera usado um ndmero de referéncia (z) que codificard o
namero de ordem e data de abate do animal. Na Tabela 5 sdo sintetizados os critérios
considerados na selecdo de cada uma das amostras (assinalados a azul), contudo aconselha-
se a consulta do Anexo 2.

Colocaram-se os exemplares de Fasciola spp. huma placa de Petri e apds a sua observagéo
a lupa selecionaram-se quatro exemplares de cada bovino selecionado para o estudo. Os
critérios de selecdo dos exemplares para estudo e dos pardmetros morfométricos a utilizar,
seguiram artigos de referéncia na area (Ashrafi et al. 2006; Periago et al. 2006, 2008).

O critério de selecdo dos espécimes adultos foi a presenga de ovos no Utero, de acordo
com Periago et al. (2006).

O critério de selecao dos parametros morfométricos teve por base a analise dos estudos
realizados por Ashrafi et al. (2006) e Periago et al. (2006, 2008), tendo sido eleitos os parametros

nao sobreponiveis de Fasciola hepatica e Fasciola gigantica, apresentados na Figura 8.
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Tabela 5 — Critérios considerados para selecionar cada uma das amostras (assinalados a azul), Z-
nuamero de referéncia para identificacdo das amostras.

Distrito Produtor Ne° Animais Parasitados
origem fasciolas Animais abatidos
colhidas
3 134 Viseu A 69 Mesmo
(Castro 3/85 distrito 2
22 3 d'Aire) A 140 localidades
diferentes
170 Viseu C 31 1/57
1 192 Coimbra D 46 2174
(Soure)
12 113 Santarém F 15 2/9 Mesmo
(Chamusca) distrito 2
4 193 Santarém G 7 1/6 localidades
(Cartaxo) diferentes
5 54 K 12 4/188
19 76 Portalegre K 12
6 134 K 10
9 167 L 12 5/6
2
10 242 Portalegre L 10 produtores
78 (Avis) M 40 2/5 diferentes
176 M 91 na mesma
localidade
14 206 Portalegre N 37
15 147 (Avis) N 11 5/20 (com origem em 2
exploracdes com localizacbes
16 206 N 23 diferentes)
Portalegre
17 112 N 46
(Arronches)
18 156 N 18
23 129 P 109 8/40 Mesmo
Evora distrito 2
24 75 ) P 41 .
(Arraiolos) localidades
25 133 P 5 diferentes
11 12 ) R 12 4/33
21 10 Evora R 27
13 201 Setlbal S 7 3/7
(Alcacer do
Sal)
20 96 Beja X 7 6/6
(Serpa)

A lupa e com o auxilio de uma pinca, colocou-se o espécime de Fasciola spp. numa lamina
com a face da ventosa ventral para cima e, utilizando uma régua com precisdo de 0,5mm
efetuaram-se as medi¢Bes esquematizadas na Figura 8.

Assim, mediu-se a distancia entre a unido das glandulas vitelinas e a extremidade posterior
do corpo (Figura 8 - C e Figura 9 — 1), a disténcia entre a ventosa ventral e a unido das glandulas
vitelinas (Figura 8 - B e Figura 9 — 2), a soma dos valores obtidos nestes dois parametros resultou

na distancia entre a ventosa ventral e a extremidade posterior do corpo (Figura 8 - D). Uma vez
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que a maioria dos espécimes excedia o campo 6tico da lupa, para a obtencédo do comprimento
total (Figura 8 - A), somaram-se a distancia entre a unido das glandulas vitelinas e a extremidade
do cone cefalico (Figura 9 - X) e a distancia entre a unido das glandulas vitelinas e a extremidade
posterior do corpo (C) (Figura 8 - A). A largura maxima do corpo (E) foi obtida no ponto em que
esta apresentava a sua largura maxima (Figura 8 - E e Figura 9 — 3).

O procedimento foi repetido para cada um dos exemplares selecionados, havendo o

cuidado de os hidratar com alcool a 70° sempre que se mostrasse necessario.

|
|

vo — Ventosa oral

I 4 3 f-Faringe

, "\\\ vV — Ventosa ventral
oy @x\ T ov - ovario

E: t{ ¢ | .I;[ : E t - Testiculos

vit — Glandulas vitelinas
A - Comprimento do corpo

B - Distancia entre a ventosa ventral e a uniao

das glandulas vitelinas

C - Distancia entre a unido das glandulas
vitelinas e a extremidade posterior do corpo
D - Distancia entre a ventosa ventral e a

extremidade posterior do corpo

y E - Largura maxima do corpo
.......... ryy

Figura 8 - Y — Representacdo esquematica de uma Fasciola hepatica. Z - Representagdo esquematica de
uma Fasciola gigantica. Adaptado de (Periago et al. 2008)

Figura 9 — 1 — Distancia entre a uniéo das glandulas vitelinas e a extremidade posterior do corpo; 2 —
Distancia entre a ventosa ventral e a unido das glandulas vitelinas; 3 — Largura maxima do corpo da
Fasciola spp.
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3.3. Andlise genética

Foi estabelecida uma colaboragdo com o Tropical Animal Health & Production Laboratory
(TAHP), da Faculdade de Medicina Veterinaria de Lisboa, no sentido de se proceder ao estudo
genético de uma amostra de dez exemplares da colecdo de espécimes colhidos durante os
trabalhos do atual estudo. Os exemplares analisados neste pequeno estudo foram selecionados
com base nas suas caracteristicas morfologicas. Incluiram-se espécimes com dimensdes
caracteristicas de ambas as espécies colhidos em animais diferentes e, exemplares colhidos
num mesmo animal com dimens@es e caracteristicas morfoldgicas visivelmente distintas (Figura
10).

Figura 10 — Quatro exemplares com caracteristicas morfoldgicas visivelmente distintas.

O estudo genético comecgou pela amplificacdo de uma porcao de dois genes, um gene
mitocondrial (mt DNA), o Citocromo oxidase | (COI) e um gene nuclear (rDNA), o 28S,
selecionados mediante pesquisa bibliografica. Para a amplificacdo das regides nucleotidicas de
interesse foram utilizados pares de iniciadores (do Inglés: primers), desenhados em estudos
comparativos destas mesmas espécies aqui em anélise, onde sdo comparados espécimes com
proveniéncias geograficamente distintas. Os pares de iniciadores foram selecionados através de
pesquisa bibliografica em revistas da especialidade e para a andlise genética do COI foram
utilizados os pares Ita 8 Fw (5 -ACGTTGGATCATAAGCGTGT-3") e o Ita 9 Rv (5-
CCTCATCCAACATAACCTCT-3"), para a amplificacdo de uma sequéncia parcial com cerca de
438 pares de base (Itagaki, 2005); a amplificacao parcial do gene 28S utilizou os pares 28F1_Fw
(5" ~-ACGTGATTACCCGCTGAACT-3") e 0 28R600_Rv (5 -CTGAGAAAGTGCACTGACAAG-
3’), para o qual se esperavam amplificados com cerca de 618 pares de base (Marcela et al.,
2012).
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4. Apresentacao e discussao dos resultados

4.1. Distribuicdo geografica e pelos produtores da infecéo por

Fasciola spp.

De 13 de marco a 31 de maio foram abatidos 3276 bovinos no matadouro de Beja, dos
quais 57 estavam parasitados por Fasciola spp. (1,74%). Resultado préximo de outro estudo
realizado em Portugal, por Gavido (2013) no matadouro de Aveiro entre Novembro de 2012 e
Fevereiro de 2013, em 3253 bovinos foram identificados 64 com Fasciola spp. (1,97%).

As frequéncias de bovinos com a presenca do parasita em ambos 0s estudos foram muito
semelhantes, apesar da localiza¢édo geogréfica do local de colheita ser diferente e de terem sido
realizados num periodo temporal distinto.

Na andlise dos dados que se segue foram realizados testes de independéncia estatistica,

néo se verificando qualquer relagao significativa entre as variaveis em estudo.

4.1.1. Distribuicdo geogréfica

Os distritos de proveniéncia dos animais foram catorze (14), com maior relevancia para os
de Beja, Evora e Portalegre (Grafico 2 e Figura 11 - A). Em relacdo aos animais parasitados,
estes provinham de nove (9), com destaque para os distritos de Portalegre, Evora e Beja (Gréafico
2, Figura 11 - A e Anexo 2).

Foi avaliada a distribuicdo geogréafica da infecao por Fasciola spp. através da frequéncia de

animais parasitados em matadouro, por distrito de origem (Gréfico 1).
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Gréfico 1 - Frequéncia de parasitismo registada em matadouro em cada um dos distritos (Original, dados
da Inspecgédo Sanitaria do matadouro de Beja).
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De referir que a frequéncia da infecdo por Fasciola spp. por distrito, foi condicionada por
fatores como o nimero de animais provenientes de cada local. A titulo de exemplo, nos gréficos
1 e 2, observa-se que a frequéncia de Fasciola spp. nos bovinos provenientes de Faro e abatidos
no matadouro de Beja foi de 10%, o que se deve ao facto de serem provenientes 10 animais do
distrito de Faro (0,31% do total de bovinos abatidos) e ser registado um animal com a presenca
do parasita (1,75% dos casos registados). Deste modo, considera-se que o parametro referido

para o distrito de Faro néo é relevante dado o reduzido niimero de animais dai provenientes.

mmmm BoOViNOs provenientes de cada distrito em relagéo ao n° total de bovinos
abatidos
Bovinos com Fasciola spp. com origem em cada um dos distritos, em
relacao ao n° total de animais com o parasita
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Gréfico 2 - Representacéao, por distrito, da % de bovinos abatidos, da % de casos de Fasciola spp. e da
frequéncia de Fasciola spp. dos bovinos abatidos no matadouro de Beja com origem nos distritos
apresentados. (Original, dados da Inspec¢éo Sanitaria do matadouro de Beja).

Os distritos de Beja, Evora, Portalegre, Setubal, Viseu e Santarém, representam no seu
conjunto 89% dos animais abatidos, com uma frequéncia de animais com Fasciola spp. de
0,80%, 1,79%, 3,51%, 1,67%, 2,72% e 2,37%, respetivamente, e sendo que 0s bovinos
provenientes destes distritos representam 93% total dos bovinos com Fasciola spp.

No estudo realizado por Gavido (2013), a maioria dos animais recebidos no matadouro de
Aveiro eram provenientes de Portalegre, Aveiro e Coimbra. Os animais com Fasciola spp. tiveram
origem em diferentes localidades do pais, contudo a maioria dos casos pertenceram aos distritos
de Aveiro, Coimbra e Viseu.

Representa-se esquematicamente na Figura 11 a frequéncia de bovinos com Fasciola spp.
em cada um dos distritos, através da escala de cores apresentada na mesma, tendo em conta

os dados da presente andlise (Figura 11 - A) e do estudo referido anteriormente (Figura 11 — B).
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Figura 11 - Frequéncia de Fasciola spp. em cada um dos distritos (escala de cores), tendo em conta 0s
bovinos abatidos no matadouro de Beja no periodo de estudo (A) e os bovinos abatidos no matadouro de
Aveiro no estudo de (Gavido 2013) (B) (Original, dados da Inspecéo Sanitaria do matadouro de Beja).

0,18%

Figura 12 - Total de bovinos abatidos com origem em cada distrito, em relagéo ao nimero total de bovinos
abatidos no matadouro de Beja no periodo de estudo (A) e os bovinos abatidos no matadouro de Aveiro
no estudo de (Gavido 2013) (B) (Original, dados da Inspe¢&o Sanitaria do matadouro de Beja).
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Dado que as frequéncias de animais com Fasciola spp. foram calculadas tendo em conta o
namero total de animais abatidos provenientes desses mesmos distritos, as percentagens a preto
representadas na Figura 11 indicam o total de bovinos abatidos com origem em cada um dos
distritos, em relagdo ao ndmero total de bovinos abatidos em cada um dos referidos matadouros.

Para a analise da frequéncia de Fasciola spp., representada na Figura 11, sdo selecionados
para comparacao os distritos da Figura 12 com uma percentagem de animais abatidos em ambos
0s matadouros superior a 5%.

Ao longo desta analise continuara a ser usado para comparacéo o estudo de Gaviédo (2013)
que, apesar de ter sido realizado num local e periodo de tempo diferentes, € o Unico que
apresenta parametros semelhantes aos que se pretendem avaliar na presente investigacao.

Apesar da elevada percentagem de animais abatidos no matadouro de Aveiro com origem
no distrito de Portalegre (25,06%), a frequéncia de animais com Fasciola spp. nesse distrito foi
de 0,49%. Contudo, na presente anélise, os bovinos desse distrito representaram 14,80% dos
bovinos abatidos no matadouro de Beja e a frequéncia do parasita foi de 3,51%. Relativamente
ao distrito de Evora, este representava 25,58% dos bovinos abatidos no matadouro de Beja, ja
no matadouro de Aveiro eram 9,53%. A frequéncia de Fasciola spp. foi respetivamente de 1,79%
e 0,32%. Os bovinos abatidos no matadouro de Beja com origem neste distrito representaram
30,53% dos animais abatidos e tiveram uma frequéncia do parasita de 0,80%. No matadouro de
Aveiro representavamm 5,17% dos bovinos abatidos e tiveram uma frequéncia de 3,57%. Tanto
0 matadouro de Beja como o matadouro de Aveiro abateram uma percentagem semelhante de
bovinos com origem no distrito de Viseu, respetivamente, 5,62% e 5,87%, com uma frequéncia
de Fasciola spp. de 2,72% e 4,19%.

E referido por Gavido (2013) que seria esperado que os distritos com maior frequéncia de
animais com Fasciola spp. fossem os mesmos distritos dos quais se abateram mais animais,
uma vez que a amostra era maior. Contudo, refere que tal ndo se verificou e justificou estes
resultados com a localizagéo geogréfica dos distritos.

Nas observacdes realizadas no presente estudo também se constatou, de forma genérica,
gue os distritos de onde foram provenientes menos animais para abate foram os que tiveram
uma maior frequéncia de Fasciola spp. e que para o mesmo distrito, entre estudos, quando se
aumentava a percentagem de bovinos abatidos diminuia a frequéncia de Fasciola spp. Quando
temos uma amostra reduzida basta haver um pequeno nimero de animais positivos para originar
uma frequéncia elevada. Deste modo, tendo poucos animais com origem nesses distritos, as
frequéncias calculadas podem ndo refletir a realidade do distrito. Seriam necesséarios mais
estudos com um maior nimero de animais com origem nesses locais.

E importante referir que para conhecimento do distrito de proveniéncia dos bovinos foi
considerada a informacao referente a Ultima exploracdo em que permaneceram. Os animais
podem ter estado em mais do que uma exploragdo e ndo ter sido considerada aquela em que

permaneceram por mais tempo.
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De fevereiro de 2007 a janeiro de 2009, foi realizado, num matadouro localizado em Lugo
(noroeste da Espanha), um estudo com 776 bovinos (jovens e adultos) provenientes do norte de
Portugal e do noroeste da Espanha. Nesse estudo foi detetada por Arias et al., (2011) uma
prevaléncia de Fasciola spp. de 28%.

Em suma, tendo em conta o presente estudo e as observacgdes feitas por Gavido (2013) e
Gracio et al. (2011) podemos afirmar que existe referéncia a animais infetados com Fasciola spp.
nos distritos de Porto, Aveiro, Coimbra, Viseu, Guarda, Castelo Branco, Portalegre, Leiria,

Lisboa, Santarém, Setubal, Evora, Beja e Faro.

4.1.2. Distribuicdo dos bovinos com Fasciola spp. pelos produtores

Os 3276 bovinos abatidos no matadouro de Beja no periodo de estudo foram provenientes
de 245 produtores. Destes, 26 produtores (10,61%) apresentaram animais com Fasciola spp.
(Tabela 6). Estes 26 produtores enviaram para abate um total de 922 bovinos, representando
28,14% do nuamero total de bovinos abatidos. Verificou-se que houve produtores que enviaram
para abate um reduzido nimero de animais, apresentando-se a maioria infetada com Fasciola
spp. Deste modo, considerou-se relevante analisar o nimero total de bovinos abatidos por cada
produtor que apresentou animais infetados, a percentagem dos infetados e a média do niUmero
de exemplares de Fasciola spp. colhidos por animal (Gréfico 3).

Da andlise do Gréfico 3, os produtores B, F, G, J, L, M, N, O, Q, S, U, V, W, X e Z,
apresentaram um reduzido nimero de bovinos para abate e entre todos os produtores estes
representam apenas 12,36%, com 0,35% dos bovinos em relacéo ao total de animais abatidos
neste periodo. No entanto, apesar de representarem um reduzido nimero quer de produtores,
quer de bovinos, estes apresentam 52,63% dos bovinos infetados com Fasciola spp. 0 que
enviesa muito os presentes resultados.

O verificado em relacdo a este grupo de produtores leva a inferir que podem ser animais
provenientes de zonas endémicas, animais ndo desparasitados ou em que houve uma falha
generalizada na desparasitacdo, como por exemplo, dose inadequada ou uso de um produto
sem eficacia (por exemplo por falha no armazenamento), sendo admissivel ponderar também a
existéncia de casos de resisténcia ao anti-helmintico.

Quando verificamos que ha produtores que enviaram um elevado nimero de bovinos para
abate e apresentaram um numero reduzido de animais com Fasciola spp. podemos suspeitar
que houve uma falha pontual na desparasitacdo (como por exemplo, aqueles animais ndo terem
recebido desparasitante) ou ainda casos pontuais de resisténcia aos anti-helminticos.

E inevitavel fazer referéncia a utilidade de um estudo retrospetivo para avaliacdo e
caracterizagdo ecoldgica dos locais de proveniéncia dos animais, o tipo de maneio alimentar, o

tipo de abeberamento, frequéncia de desparasitacfes e produto desparasitante.
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Tabela 6 - Bovinos abatidos, bovinos com Fasciola sp e numero médio de fasciolas recolhidas por animal
de cada produtor. (Original, dados da Inspecéo Sanitaria do matadouro de Beja).

Produtor Total animais Total animais

Exemplares Fasciola

abatidos Com Fasciola spp.
85

w

57
74
27

64
127

188
6
5

20
4
40
7
33
7
41
10
9
16
6
72
6

Total 922/3276
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28,32

10,5
3,33

44



120,00%

Vo]
o

3 80
100,00% ©
708
* ©
s S
80,00% 608
(%]
i
503
60,00% q@
40%
°
40,00% ¥ 3OSC—"
" E

20

20,00%
10
G g I
— — S B o BN e LN — = . 5
0.00% l o '-__ O O = 0
A B CDZEFGH 1 J K LMNOPQQRSTUVWXYZ
Produtores

mmm % do total de bovinos abatidos por produtor % de bovinos com Fasciola spp. por produtor

que tiveram animais positivos a Fasciola spp.
nimero médio de fasciolas recolhidas por
animal de cada produtor

- —

Gréfico 3 - Percentagem de bovinos abatidos, da % de bovinos com Fasciola spp. e do nUmero médio de
fasciolas recolhidas por animal de cada produtor (Original, dados da Inspec¢do Sanitaria do matadouro de
Beja).

4.2. Distribuicéo e frequéncia da infecdo por Fasciola spp.

4.2.1. Caracterizagédo da populagéo de bovinos em estudo

Na Tabela 7 é caracterizado o nimero total de bovinos abatidos ho matadouro de Beja no
periodo de estudo, relativamente ao peso da carcaga, sexo e idade.

Foram considerados os seguintes intervalos de idades: inferior a 13 meses, entre 0os 13 e
0s 24 meses, dos 24 aos 72 meses e animais com mais de 72 meses de idade.

A avaliagao do peso da carcaca ao longo desta analise é subjetiva, uma vez que sao animais
provenientes de diversos produtores. Deste modo € expectavel que existam oscilagdes de peso
decorrentes dos animais serem de diferentes racas, terem diferentes aptidées, planos
alimentares, planos de profilaxia médica e sanitaria e diferentes estados de saude. As
motivacBes dos produtores para o envio dos animais para abate também serdo variaveis.

Dos 3276 bovinos abatidos, 2539 (77,5%) eram fémeas, a maioria (n=1573) com mais de
72 meses de idade (48%), o que leva a inferir que sejam animais de refugo.

Importante referir que 334 (10,20%) dos animais eram fémeas com mais de 72 meses de

idade e com peso de carcacga inferior a 225 Kg, o que pode indicar que eram animais magros ou
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carcacas com algumas partes rejeitadas (por exemplo, rejeicdo de um membro posterior por

existéncia de um abcesso localizado).

Dos machos abatidos (736), a maioria (n=689) tinha idade inferior a 24 meses, sendo

possivelmente animais de engorda, como seria esperado.

Tabela 7 — Distribuicdo dos machos e fémeas em relacéo ao peso e idade (n=3276) (Original, dados da
Inspecéo Sanitaria do matadouro de Beja).

Peso (Kg) Peso Peso (Kg)
(Kg)
gQ g*erg\Dcochoc’o 8<=~u':8?’~o g~C>m QAR o
<53 2o Jo o R Sg\oﬁ q-"g\,)m gg\rB :{ﬁc\l R RRe)
IR R 02 4hF ot ANy g~ oaof &3¢
&85&’&:%&":83‘:80 C{,vcgﬁcgmcs“}"c
~ ~ ~ < ~ ~
<. 351% 1,65% 061% 0,06% 2,69% 061% 1,71%  2,50%
®$Q n=115 n=54 n=20 n=2 000% n=88 n=20 n=56 n=82
Vie L 5,83% n=0 7,51%
n=191 n=246
¥ e 317% 391% 1,83% 0,24% 1,89% 1,04% 1,95% @ 8,64%
—~ W @S n=104 n=128 n=60 n=8 000% n=62 n=34 n=64 n=283
0 o © _
o ot 9,16% n=0 13,52%
e n=300 n=443
O (o 327% 324% 369% 4,30% 0,15% 0,09%  0,12% 0,64%
_cg ~ % Q n=107 n=106 | n=121 n=141 0,03% n=5 n=3 n=4 n=21
- Jdut 14,53% =l 0,89%
n=475 n=33
o 1020 1401 115,72 g g0, 0,00% 0,00% 0,03% 0,40%
N % % =265 000% n=0 @ n=0 n=1 n=13
N~ S 2 n=334 n=459 n=515 "o
e 48,02% B 0,43%
n=1573 n=14

Ao analisar a Tabela 8 verificamos que dos 3219 bovinos abatidos sem presenca de
Fasciola spp., 2490 (77,35%) eram fémeas, a maioria (n=1530) com mais de 72 meses de idade
(47,53% dos animais abatidos ndo parasitados). Dos machos abatidos (728), a maioria (n=682)
tinha idade inferior a 24 meses. O grupo de bovinos ndo parasitados por Fasciola spp. € muito
semelhante a populacdo considerada neste estudo uma vez que 0s bovinos parasitados sédo
apenas 57 (57/3276).
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Tabela 8 - Distribuicdo dos machos e fémeas néo parasitados em relagcdo ao peso e idade (n=3219)
(Original, dados da Inspec¢édo Sanitaria do matadouro de Beja).

Peso (Kg) Peso Peso (Kg)
(Ko)
o)) (e} (2] o)) (@] (e}
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n=191 n=243
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Relativamente ao grupo de animais parasitados (Tabela 9) verificamos que 49 (85,96%)
eram fémeas e maioritariamente com mais de 72 meses de idade (75,44% dos animais com

Fasciola spp.). Dos oito machos parasitados (14,04%), sete tinham idade inferior a 24 meses.
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Tabela 9 - Distribuicdo dos machos e fémeas parasitados em relagdo ao peso e idade (n=57) (Original,

dados da Inspegédo Sanitaria do matadouro de Beja).
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4.2.2. Distribuig&o por idade dos bovinos com Fasciola spp.

Para a elaboracao do Gréfico 4 foram considerados dois grupos: 0s animais com Fasciola
Spp. € 0s animais sem o parasita. Da andlise desse mesmo grafico verifica-se que existe uma
maior percentagem de animais infetados a partir dos 24 meses de idade. Em relagdo aos animais
sem o parasita, esse facto também se verifica, uma vez que foi a faixa etaria em que foram
abatidos mais bovinos. De referir que nos animais com idade superior a 24 meses, ao
relacionarmos ambos 0s grupos (parasitados e ndo parasitados), observou-se que 0s animais
com Fasciola spp. apresentavam percentagem superior em relacéo aos ndo parasitados.

No estudo de Gavido (2013), o autor identificou uma maior percentagem de Fasciola spp.
em animais entre os 24 e 72 meses de idade (52%) referindo ser o resultado esperado, uma vez
gue foi a faixa etaria com maior nimero de animais abatidos. Na presente analise foi identificada
uma maior percentagem de infecdo em animais com idade superior a 72 meses (77,19%), sendo

gue também foi a faixa etaria com maior nimero de bovinos abatidos (48,45%).
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Gréfico 4 - Percentagem de bovinos sem Fasciola spp. e da % de bovinos com Fasciola spp. por idades
em meses (Original, dados da Inspec¢éo Sanitaria do matadouro de Beja).

Segundo Yildirim et al. (2007), na analise de outros estudos, a prevaléncia de Fasciola
hepatica era superior em animais com mais de dois anos de idade. Estes autores justificam a
maior incidéncia em bovinos mais velhos pelo pastoreio mais frequente de pastagens,
aumentando assim a possibilidade de ingestdo de metacercarias. Também Sanchez-Andrade et
al. (2002) referem que animais com idades iguais e inferiores a dois anos pastoreiam menos
frequentemente do que os animais mais velhos, reduzindo a possibilidade de infecéo por Fasciola
hepatica.

Tanto os resultados da presente analise como os citados por (Gavido 2013) estédo de acordo

com estas observacgoes.

4.2.3. Distribuicéo por género dos bovinos com Fasciola spp.

Para a elaboracéo do Gréfico 5 foram considerados dois grupos: 0s animais com Fasciola
Spp. € 0s animais sem o parasita. No grupo de animais que ndo apresentavam Fasciola spp.
(n=3219), 77,35% eram fémeas e 22,62% eram machos e entre animais que estavam infetados
(n=57), 85,96% eram fémeas e 14,04% eram machos. A proporcao de fémeas parasitadas com
Fasciola sp. é ligeiramente superior a proporcdo de fémeas nao parasitadas.

Dos 3276 bovinos abatidos, apenas 22,50% eram machos. O facto de o numero de machos
na amostra ser reduzido pode justificar a proposi¢édo anterior, uma vez que a probabilidade de

encontrar animais infetados diminui.
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Gréfico 5 - Percentagem de machos e fémeas nos bovinos sem e com Fasciola spp. (Original, dados da
Inspecéo Sanitaria do matadouro de Beja).

E referido por Yildirim et al. (2007), que diferentes estudos exibem resultados contraditérios
relativamente a prevaléncia de Fasciola spp. consoante o género dos animais. Ha os que referem
ndo haver diferencgas significativas entre géneros e outros que consideram existir prevaléncias
significativamente maiores nas fémeas. No mesmo estudo citado, houve uma prevaléncia de
Fasciola hepatica significativamente maior em fémeas do que em machos e essa observacao é
por eles justificada pelo facto de a maioria das fémeas serem selecionadas para reproducéo e
producéo de leite e sendo 0os machos abatidos mais precocemente. A proposicdo anterior é
confirmada no Gréfico 5, onde se verifica que hd uma maior percentagem de machos que séo
abatidos até aos 24 meses de idade. Em antitese, ha uma maior percentagem de fémeas a serem
abatidas com idade superior a 72 meses.

Da andlise do Grafico 5 também se observa que dentro do grupo de bovinos com Fasciola
spp. até aos 24 meses ha uma maior percentagem de machos com Fasciola spp. em relacdo as
fémeas. A partir dos 24 meses, ocorre a situacdo oposta, ou seja, ha uma maior percentagem
de fémeas com Fasciola spp. em relacdo aos machos. Tal observacdo vem reforcar a ideia de
Yildirim et al., (2007) referida anteriormente.

Tendo em conta o Grafico 6 que representa a frequéncia de bovinos com e sem Fasciola
spp. em relagdo ao numero total de machos e fémeas abatidos, verificamos que as proposicées
anteriores se mantém, a excecéo do grupo de machos com idade superior ou igual a 72 meses.

Contudo, nessa classe apenas foram abatidos catorze machos e apenas um estava parasitado.
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N&o tendo em conta a idade dos animais e considerando apenas o numero total de fémeas
e machos abatidos e os que estavam parasitados, verifica-se que a frequéncia de Fasciola spp.
em fémeas é de 1,93% (49/2539) e em machos é de 1,09% (8/736), continuando assim a infegédo

a ser superior em fémeas, como é referido pelos autores citados.
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Gréfico 6 - Frequéncia de bovinos com e sem Fasciola sp. em relacdo ao nimero total de machos e
fémeas abatidos (Original, dados da Inspe¢éo Sanitaria do matadouro de Beja).

4.2.4. Relacdo do numero de exemplares de Fasciola spp. com a idade

e 0 peso

No Grafico 7 estdo representados o numero de exemplares de Fasciola spp. que
constituiam as infra-populagfes de cada bovino, por ordem crescente de idades (Anexo 2).

Apesar do reduzido nimero de amostras de bovinos com idade inferior a 13 meses, estes
e 0s animais com idade superior a 65 meses apresentaram maior nimero de parasitas que os
bovinos com idades compreendidas entre os 13 e 0s 65 meses de idade.

De acordo com Day & Schultz (2011), na maioria das espécies, a imunidade ndo esta
totalmente desenvolvida até aos doze meses de idade. Segundo os autores, h4 um declinio da
funcdo imunolégica com o aumento da idade, alteracdo fisiol6gica considerada normal em
animais mais velhos (imunossenescéncia). Deste modo, a possibilidade de animais mais novos
e mais velhos apresentarem debilidades no sistema imunitario, pode justificar infecdes mais

intensas (maior niumero de exemplares de Fasciola spp.) nessas classes etarias.
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Grafico 7 - Numero de exemplares colhidos em cada bovino em fungéo da idade. (Original, dados da
Inspecgdo Sanitaria do matadouro de Beja)

No Graéfico 8 esta representada a relacéo entre a idade, o peso da carcaca e o nimero de
exemplares de Fasciola spp. colhidos em cada bovino (Anexo 2). A analise destes valores ndo
demonstrou haver uma relagdo direta entre o peso da carcaca e a intensidade da infecao
(nimero de parasitas colhidos). Contudo, nos animais nos quais foi colhido um maior nimero de
exemplares, identifica-se uma ligeira reduc¢éo no peso da carcaca (que também ocorre noutros
animais representados), ndo se podendo, deste modo, atribuir como causa direta o nivel de

infecdo por Fasciola spp..
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Gréfico 8 — Relagdo entre a idade (em meses) dos bovinos infetados com Fasciola spp. com o peso da
carcaga (em Kg) e o numero de exemplares de Fasciola sp colhidos de cada bovino. (Original, dados da
Inspecdo Sanitaria do matadouro de Beja)
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4.2.5. Influéncia da infecédo por Fasciola spp. na classificacdo das

carcacas

As carcacas sao classificadas segundo o disposto no Artigo 10°, Seccdo 1, Parte Il,
Regulamento (UE) N. o 1308/2013 do Parlamento Europeu e do Conselho de 17 de Dezembro
de 2013 . Em funcéo da idade do animal séo classificadas em:

- Z = Carcacas de animais de idade igual ou superior a oito meses, mas inferior a doze
meses;

- A > Carcacas de animais machos néo castrados de idade igual ou superior a 12 meses,
mas inferior a 24 meses;

- B > Carcacas de animais machos néo castrados de idade igual ou superior a 24 meses;

- C = Carcagas de animais machos castrados de idade igual ou superior a 12 meses;

- D > Carcacas de fémeas que tenham parido;

- E © Carcagas de outras fémeas de idade igual ou superior a 12 meses.

S8o depois classificadas de acordo com a sua conformacdo, sendo avaliado o
desenvolvimento dos perfis da carcaga, especialmente da coxa, dorso e pa. As classes dividem-
seem S, E, U, R, O e P que corresponde respetivamente a superior, excelente, muito boa, boa,
meédia e fraca. Relativamente ao desenvolvimento da camada de gordura, a classificacdo é
baseada na quantidade de gordura no exterior e no interior da carcaca e sao utilizados numeros
inteiros entre um e cinco, em gque o um corresponde a uma camada de gordura fraca e o cinco a
uma camada de gordura muito forte.

No Grafico 9 apenas foram colocadas as classificagdes de carcacas que foram mais
utilizadas. Da analise do mesmo verifica-se que ndo existe oscila¢do na classificacdo dos animais
infetados com Fasciola spp. e dos animais n&o infetados.

Destacam-se apenas duas categorias, DO 2 (fémeas paridas, com conformacdo média e
com uma camada adiposa leve) e DR 3 (fémeas paridas, com conformacdo boa e com uma
camada adiposa média) em que 45,62% dos animais com Fasciola spp. foram classificados
contrastando com 23,70% nos animais sem o parasita.
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Gréfico 9 - Comparacao entre a classificagdo das carcacas dos bovinos infetados com Fasciola spp. e dos
bovinos sem a presencga do parasita. (Original, dados da Inspe¢&o Sanitaria do matadouro de Beja)

Tabela 10 — Classificacdo das carcacas dos animais parasitados e ndo parasitados(Original, dados da
Inspecgdo Sanitaria do matadouro de Beja).

o Animais sem Fasciola Animais com Fasciola
Classificacao
Spp. Spp.
AE 2 87 0
AE 3 47 0
AO 2 40 0
AR 2 110 1
AR 3 54 1
AU 2 148 3
AU 3 80 1
BU 2 10 1
DO 2 435 13
DO 3 427 9
DP 1 62 1
DP 2 243 3
DP 3 44 0
DR 2 202 5
DR 3 328 13
DR 4 94 1
DU 3 14 1
ER 2 141 0
ER 3 157 3
EU 2 45 0
REJEIT 34 0
ZE 2 8 1
Total 2810/3219 57/57
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4.2.6. Custos diretos da reprovacdo dos figados

Os figados dos animais com Fasciola spp. séo reprovados, havendo assim um prejuizo
econdémico inerente. Para calcular o prejuizo direto da reprovacao dos figados considerou-se o
preco de venda dos figados em dois talhos diferentes e o referido por Gavido (2013) foi que o
valor médio obtido foi de 5,62€ por Kg. Para o calculo do prejuizo total referente a reprovagéo
dos figados utilizou-se o peso médio de 5,3 Kg referido por Gavido (2013).

Tendo em conta que durante o periodo de estudo foram rejeitados 57 figados devido a

Fasciola spp. e considerando o peso por figado de 5,3 Kg faz-se a seguinte estimativa:

57 x 5,3 x 5,62 = 1697,80€

O prejuizo estimado pela reprovacgdo de 57 figados é de 1697,80€.
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4.3. Morfometria

Na apresentacdo dos resultados morfométricos, sera feito um estudo comparativo, onde
serdo usados valores de diferentes populacdes de Fasciola hepatica, Fasciola gigantica e de
hibridos. Sdo usadas como referéncia estas populacdes, tendo em conta as caracteristicas
morfométricas dos exemplares colhidos. Excluiu-se a hip6tese de ser Fasciola magna, uma vez
gue a forma e estrutura ndo eram compativeis com esta espécie. Os parasitas adultos, tanto de
Fasciola hepatica como de Fasciola gigantica, séo planos e tém o corpo em forme de folha, ao

contrario da Fasciola magna cujo corpo é oval, espesso e de tamanho superior as anteriores.

4.3.1. Fundamentacao para o estudo morfométrico

As espécies Fasciola hepatica e Fasciola gigantica foram tradicionalmente classificadas
com base nas suas caracteristicas morfologicas, sendo a forma e o tamanho do corpo dos
adultos as principais diferencas.

A espécie Fasciola hepatica é mais curta, mais larga, tem um cone cefalico relativamente
curto e distinto, que Ihe confere uma aparéncia de ombros largos e definidos. A espécie Fasciola
gigantica é comprida, mais estreita e tem um cone cefalico menos proeminente que lhe confere
uma aparéncia de ombros menos definidos (Hendrix & Robinson, 2012; Shaldoum et al., 2015).
A extremidade posterior de Fasciola gigantica fica mais estreita no seu limite, enquanto que a
Fasciola hepatica apresenta uma forma semelhante a um V (Periago et al., 2006).

Tém sido utilizados estudos morfométricos, utilizando um sistema de analise de imagem de
computador (CIAS), para distinguir fenotipicamente espécimes adultos de Fasciola spp., tendo
por base medidas padronizadas Uteis para a diferenciacdo das espécies, 0 crescimento
alométrico, a influéncia das espécies de hospedeiros definitivos e a distribuicdo geografica
(Valero, Panova & Mas-Coma, 2005; Ashrafi et al., 2006; Periago et al., 2006, 2008; Ahasan et
al., 2016).

Sao considerados como valores de referéncia, por Ahasan et al. (2016) e por outros autores,
os resultados do estudo morfométrico de Periago et al. (2006), obtidos com as popula¢des de
Fasciola hepatica de Espanha e da Corsega e da populagédo de Fasciola gigantica do Burkina
Faso. As populag6es de Fasciola spp. provenientes das referidas localizag6es geograficas foram
consideradas pelos autores como «puras», tendo em conta que nessas areas ndo coexistiam
ambas as espécies.

Sao vérias as medidas padronizadas utilizadas nos estudos morfométricos com recurso a
analise de computador (CIAS). Foi verificado por Periago et al. (2006), que as medidas de alguns
parametros, quando comparadas entre as populacdes consideradas «puras», ndo se
sobrepunham, sendo por isso consideradas Uteis na distingdo entre individuos de ambas as
espécies, como é o caso da distancia entre a ventosa ventral e a parte posterior do corpo. No

entanto, é de referir que esta medida, em determinadas situacdes, nomeadamente em
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espécimes adultos de Fasciola gigantica, cujo Gtero tenha poucos ovos, pode sobrepor-se aos
valores mais elevados atribuidos a exemplares adultos, mais velhos e gravidicos de Fasciola
hepatica (Periago et al., 2006).

Seguindo o mesmo principio da ndo sobreposicao de valores, os intervalos de valores para
a medida do comprimento do corpo também foram considerados Uteis para a diferenciacéo entre
as espécies de Fasciola gigantica, com medidas de 31,73mm a 52,29mm, e Fasciola hepatica,
com 12,22mm a 29,00mm (Periago et al., 2006). Também a razéo entre a largura maxima dos
ombros e o comprimento do corpo foi considerado um parémetro Gtil na distingdo entre ambas
as espécies por Periago et al. (2008).

Os exemplares de Fasciola sp. do Bangladesh foram caracterizados por Ahasan et al.
(2016) e, de acordo com as caracteristicas biométricas determinadas, provaram que estas se
encontram entre as popula¢des padrao de Fasciola hepatica e de Fasciola gigantica, apontando
para a presenca de fenétipos de formas intermediérias.

As diferengas morfométricas em exemplares de Fasciola spp. de diferentes hospedeiros do
Egito foram estudadas por Shaldoum et al. (2015), que utilizaram doze parametros diferentes
considerados adequados para a diferenciacdo entre espécies. Analisando as caracteristicas
morfométricas encontradas, com o teste de analise de varidncia ANOVA, Shaldoum et al. (2015)
demonstraram que as diferencas nos parametros: comprimento e largura do corpo, comprimento
e largura do cone, distancia entre a ventosa ventral e a extremidade posterior do corpo, diametro
maximo da ventosa oral, didmetro minimo da ventosa ventral e a razdo entre o comprimento do
corpo e a largura do corpo, tanto de Fasciola gigantica como de Fasciola hepatica dos diferentes
hospedeiros foram estatisticamente significativos (P <0,05). Deste modo demonstrou que estes
parametros podem ser usados para o diagnéstico diferencial das duas espécies.

Contudo no que se refere a caracterizagdo morfométrica através de medidas microscépicas
tradicionais simples, Valero et al. (2001) consideram que tais parametros podem ser insuficientes
para a identificacdo a espécie de Fasciola spp., dada a grande variabilidade nas caracteristicas
morfolégicas, influenciada por exemplo, pela origem geografica ou pela existéncia de formas
hibridas. Assim, as técnicas de Biologia Molecular com base na analise do &cido
desoxirribonucleico (ADN), através da sua amplificacdo e sequenciagdo, tém vindo, cada vez
mais, a constituir uma ferramenta na caracterizacao genética, permitindo a identificacdo de

exemplares ao nivel da espécie (ltagaki, 2005).

4.3.2. Estudo comparativo

No estudo comparativo foram apenas utilizados dados resultantes da andlise de Fasciola
spp. colhidas em bovinos, tendo em conta que a espécie do hospedeiro definitivo influencia o
fenétipo das formas adultas e dos ovos, principalmente pelos diferentes tamanhos dos ductos
hepéticos (Valero et al., 2001; Ahasan et al., 2016).

Como referido anteriormente, os valores de referéncia usados no estudo comparativo tém

origem na analise de trabalhos de referéncia na area, assim:
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- Caracterizacdo morfométrica realizada por Periago et al. (2006), de populacdes adultas
de Fasciola hepatica com origem em Espanha e na Cérsega e a populacdo adulta de Fasciola
gigantica natural do Burkina Faso. Os exemplares foram colhidos de figados naturalmente
infetados de animais abatidos em matadouros das referidas regides.

A distingdo entre ambas as espécies foi feita com base na origem geografica de cada uma
delas, uma vez que séo zonas em que Fasciola hepatica e Fasciola gigantica nao coexistem.

Para o estudo comparativo sdo utilizados os intervalos de valores das seguintes
populacdes: Fasciola hepatica de Espanha (Anexo 3 — 1), Fasciola hepatica da Cdrsega (Anexo
3 —J) e Fasciola gigantica da Burkina Faso (Anexo 3- O).

- Caracterizagao morfométrica de populag@es de Fasciola sp. do Egito e do Irdo realizada
por Periago et al. (2008). Os exemplares foram colhidos de figados naturalmente infetados de
animais abatidos em matadouros das referidas regides. Ap6s a mensuracdo de um conjunto de
paradmetros morfométricos, tanto os espécimes do Egito como os do Irdo foram agrupados em
Fasciola hepatica, Fasciola gigantica ou Fasciola sp., tendo em conta os seguintes critérios:
esfericidade do corpo, razdo entre o comprimento e a largura do corpo e a distancia entre a
ventosa ventral e a extremidade posterior do corpo.

Para o estudo comparativo sdo utilizados os intervalos de valores das seguintes
populacdes: Fasciola hepatica do Irdo (Anexo 3 — K), Fasciola hepatica do Egito (Anexo 3 —L),
Fasciola sp. do Irdo (Anexo 3 — M), Fasciola sp. do Egito (Anexo 3 — N), Fasciola gigantica do
Irdo (Anexo 3 — Q) e Fasciola gigantica do Egito (Anexo 3 —R).

- Estudo morfométrico comparativo realizado por Ashrafi et al. (2006), entre as espécies
de Fasciola sp. presentes no Irdo e populacdes de Fasciola hepatica e de Fasciola gigantica de
regides geograficas onde ambas as espécies ndo coexistiam. Foi utilizada uma populacéo de
Fasciola hepatica da Bolivia e uma populagéo de Fasciola gigantica da Burkina Faso. Todos os
exemplares do estudo foram colhidos de figados naturalmente infetados de animais abatidos em
matadouros das referidas regides. Contrariamente aos outros estudos, neste foram usados
exemplares em todas as fases de desenvolvimento, contudo no Anexo 3 verificamos que 0s
valores ndo diferem muito das outras popula¢@es de Fasciola gigantica.

Os critérios utilizados pelos autores para distingdo entre Fasciola hepatica e Fasciola
gigantica do Irdo foram a aparéncia geral do corpo e o comprimento do corpo.

Tendo em consideracédo os intervalos de valores referido por Ashrafi et al. (2006), para o
presente estudo comparativo sdo usados como referéncia os dados das seguintes populacdes:
Fasciola hepatica, Bolivia (Anexo 3 — H) e Fasciola gigantica, Burkina Faso (Anexo 3 — P).

Tendo em conta 0 Anexo 3, ou seja, os intervalos de referéncia dos parametros
selecionados nas referidas populacdes, é realizada a andlise comparativa (Anexo 4 a Anexo )
das medidas obtidas nos exemplares de Fasciola spp. recolhidos no matadouro de Beja (Anexo
3 — G). Da andlise dos Anexo 4 a Anexo , os valores determinados na populagdo em estudo,
distribuem-se uniformemente pelos intervalos de valores das populacBes de referéncia, na

distancia entre a ventosa ventral e a uniao das glandulas vitelinas e na largura méaxima do corpo.
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Contudo, a populacdo em estudo distribui-se de forma irregular pelos valores de referéncia nos
seguintes parametros: comprimento do corpo, distancia entre a unido das glandulas vitelinas e a
extremidade posterior do corpo, distdncia entre a ventosa ventral e a extremidade posterior do
corpo e razéo entre a largura maxima do corpo e o seu comprimento. Tendo em conta o desvio
padrdo da populacdo em estudo para os parametros referidos (Tabelas: Tabela 11, Tabela
12Tabela 13Tabela 14) e os das populacfes de referéncia (Anexo 3), podemos inferir que a
populacao em estudo ndo é tao uniforme quanto as populacdes de referéncia.

Nos seus estudos, Ashrafi et al. (2006) e Periago et al. (2008) fizeram a distincdo entre
exemplares de diferentes espécies apenas com base na morfometria. Com base nos resultados
dos referidos autores, foram criados dois grupos de acordo com os intervalos de valores de
referéncia para a Fasciola hepatica ou para a Fasciola gigantica. Assim, com 0s exemplares do
presente estudo foram formados dois grupos, A e B. Do grupo A fazem parte 51 exemplares,
cujos parametros considerados se situam maioritariamente nos intervalos de referéncia para
Fasciola hepatica (Anexo 4 a Anexo ). O grupo B, com 28 exemplares, integra os exemplares
cujos parametros maioritariamente se situam nos intervalos de referéncia para a Fasciola
gigantica (Anexo 4 a Anexo ). Quando a distribuicdo dos pardmetros ndo mostrou tendéncia
para nenhuma das referidas espécies, ndo foram agrupadas. Dada a distribui¢do irregular da
populacdo em estudo, além do grupo A e B foi considerada a populagéo total.

Agruparam-se os diferentes parametros de todas as populacdes de referéncia por espécie,
apesar das diferencas entre populacdes da mesma espécie serem evidentes no Anexo 3 e nos
desvios padréo nas tabelas Tabela 11,Tabela 12, Tabela 13 e Tabela 14.

Como referido anteriormente, os exemplares hibridos de Fasciola spp. foram classificados
como Fasciola sp. Na apresentacao e discussdo dos resultados serdo denominados também por
hibridos.

Comprimento do corpo

No Gréafico 10 verificamos que o comprimento do corpo da maioria dos exemplares de
Fasciola spp. colhidos no matadouro de Beja se situa no intervalo de valores das populacdes de
hibridos (Fasciola sp.) e muito préximo da sua medida central. Cerca de metade da amostra em
estudo tem valores correspondentes as popula¢g@es de Fasciola hepatica, valores esses que se
situam todos na metade superior da representacéo. Apenas os valores acima do terceiro percentil
e o valor “outlier” correspondem aos valores do primeiro e segundo percentil do comprimento do
corpo das populacdes de Fasciola gigantica.

O grupo A situa-se no intervalo de valores mais altos do comprimento do corpo das
populacdes de Fasciola hepatica e nos menores das populacdes de hibridos. Ja o grupo B
distribui-se pelos valores mais elevados das popula¢gdes hibridas e pelos menores das

populacdes de Fasciola gigantica.
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Tabela 11 — Valores referentes ao comprimento do corpo (mm) dos exemplares de Fasciola spp. colhidos
no matadouro de Beja, do Grupo A, do Grupo B e das populacdes de Fasciola hepatica, Fasciola sp., e
Fasciola gigantica.

Exemplares de
Fasciola spp.
colhidos no

Populacdes de

matadouro de Beja Populac;pes formas Populagoes
de Fasciola : o de Fasciola
: intermédias de ] :
i} hepatica Fasci gigantica
o asciola sp.
s
o
Méximo 37 29 37 30,02 45,4 62,39
Minimo 20,5 20,5 30 11,47 21,46 28,82
M 28,5 26,5 32 20,45 31,36 39,62
x 28,61 26,21 32 20,32 31,58 41,97
o 3,27 2,03 1 6,61 8,12 9,94
70
60
50 ) )
B rasciola spp. colhidas no matadouro
de Beja (total)
—_ U Populacdes de Fasciola hepatica
E 40
£ [ Populacdes de Fasciola sp.
1=}
% [l Populacdes de Fasciola gigantica
% 30
B GrupoA
20 B GrupoB
10
]

Grafico 10 — Representacédo em diagrama de caixas do comprimento do corpo dos exemplares de
Fasciola spp. colhidos no matadouro de Beja, do Grupo A, do Grupo B e das populag@es de Fasciola
hepatica, Fasciola sp., e Fasciola gigantica.
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Distancia entre a unido das glandulas vitelinas e a extremidade
posterior do corpo

No Gréfico 11 verificamos que a distancia entre a unido das glandulas vitelinas e a
extremidade posterior do corpo da maioria dos exemplares em estudo também se situa no
intervalo de valores das popula¢des de hibridos e com valores de mediana muito préximos.
Apenas a primeira metade da amostra em estudo tem valores correspondentes as popula¢des
de Fasciola hepatica, com uma maioria a situar-se na metade superior da representacdo. Os
valores acima do terceiro percentil e o valor “outlier” correspondem aos valores inferiores a
mediana nas populac¢des de Fasciola gigantica.

Como esperado, o grupo A situa-se proximo dos valores inferiores da representacéo da
totalidade da amostra em estudo (valores maximos nas populagGes de Fasciola hepatica e
inferiores nas populages de hibridos) e o grupo B junto dos valores superiores (valores
superiores nas populagdes de hibridos e valores inferiores nas populagfes de Fasciola
gigantica).

Tabela 12 - Valores referentes a distancia entre a unido das glandulas vitelinas e a extremidade posterior
do corpo (mm) dos exemplares de Fasciola spp. colhidos no matadouro de Beja, do Grupo A, do Grupo B
e das populagbes de Fasciola hepatica, Fasciola sp., e Fasciola gigantica.

Exemplares de
Fasciola spp.
colhidos no Populacdes de

matadouro de Beja Populag_oes formas Populag_oes
de Fasciola : o de Fasciola
: intermédias de : :
— < hepatica : gigantica
I o Fasciola sp.
(o) o
= =
O
Maximo 13,5 11 13,5 12,02 15,01 25,46
Minimo 4,5 45 7 2,45 5,26 8,18
M 8,5 7 10,25 5,64 9,29 13,88
X 836 7,15 10,25 5,98 9,46 14,85
(o} 1,81 1,43 0,75 2,94 3,52 5,35
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Gréfico 11 - Representacéo em diagrama de caixas da distancia entre a unido das glandulas vitelinas e a
extremidade posterior do corpo dos exemplares de Fasciola spp. colhidos no matadouro de Beja, do
Grupo A, do Grupo B e das popula¢bes de Fasciola hepatica, Fasciola sp., e Fasciola gigantica.

Distéancia entre a ventosa ventral e a extremidade posterior do corpo

No Grafico 12 verificamos que a distancia entre a ventosa ventral e a extremidade posterior
do corpo na maioria dos exemplares em estudo, situa-se entre o segundo percentil e a mediana
nas populacdes de hibridos. Apenas a primeira metade da amostra em estudo tem valores
correspondentes as populacdes de Fasciola hepatica, sendo que os valores acima do segundo
percentil e abaixo da mediana estdo todos concentrados abaixo, e muito préximos do terceiro
percentil. Os valores acima do terceiro percentil correspondem aos valores inferiores a mediana
nas populacfes de Fasciola gigantica.

O grupo A tem distribuicdo acima da mediana das populac8es de Fasciola hepatica e abaixo
da mediana das populacées de hibridos enquanto a distancia entre a ventosa ventral e a
extremidade posterior do corpo do grupo B tem distribuigdo junto a mediana das populagées

hibridas e em redor dos valores do primeiro percentil das populacdes de Fasciola gigantica.
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Tabela 13 - Valores referentes a distancia entre a ventosa ventral e a extremidade posterior do corpo
(mm) dos exemplares de Fasciola spp. colhidos no matadouro de Beja, do Grupo A, do Grupo B e nas
populacdes de Fasciola hepatica, Fasciola sp., e Fasciola gigantica.

Exemplares de
Fasciola spp.

colhidos no

Populacgdes de

matadouro de Beja Populag_oes formas Populagpes
de Fasciola : o de Fasciola
: intermédias de : -
i} hepatica : gigantica
o Fasciola sp.
S
O
Maximo 32 25,5 32 25,08 41,11 54,49
Minimo 17 17 26 8,54 18,81 26,28
M 24,5 22,5 28,5 17,32 27,23 35,99
X 24,88 22,56 28,5 17,50 27,71 37,93
(o} 3,12 1,95 1 5,93 7,59 9,35
60
50
Fasciola spp. colhidas no matadouro
de Beja (total)
40
= O Populacdes de Fasciola hepatica
E B Populaces de Fasciola sp.
+
é l Populacdes de Fasciola gigantica
= O
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M Grupo B
10
0

Grafico 12 - Representacéo em diagrama de caixas da distancia entre a ventosa ventral e a extremidade
posterior do corpo dos exemplares de Fasciola spp. colhidos no matadouro de Beja, do Grupo A, do
Grupo B e das populagfes de Fasciola hepatica, Fasciola sp., e Fasciola gigantica.

Razdao entre a largura maxima do corpo e o seu comprimento

No Gréfico 13 verificamos que a razao entre a largura maxima do corpo e 0 seu comprimento
na maioria dos exemplares em estudo se situa acima da mediana nas popula¢cbes de Fasciola
hepatica, tendo o terceiro percentil em ambas as populagdes valores muito proximos. Os valores
da populacdo em estudo também correspondem ao intervalo de valores das populacdes de
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hibridos, mas situam-se essencialmente abaixo da mediana. Apenas os valores “outliers”

correspondem a valores acima do segundo percentil nas popula¢g8es de Fasciola gigantica.
Tanto as medi¢cbes do grupo A como do grupo B se situam no intervalo de valores de

referéncia para as populag6es de Fasciola hepatica e para as populagdes de hibridos.

Tabela 14 - Valores referentes a razao entre a largura maxima do corpo e 0 seu comprimento dos
exemplares de Fasciola spp. colhidos no matadouro de Beja, do Grupo A, do Grupo B e nas popula¢des
de Fasciola hepatica, Fasciola sp., e Fasciola gigantica.

Exemplares de
Fasciola spp.
colhidos no Populacdes de

matadouro de Beja

Populacdes
de Fasciola
hepatica

Populacdes
de Fasciola
gigantica

formas
intermédias de
Fasciola sp.

Maximo 3,74 329 3,74 3,08 6,33 8,41
Minimo 1,95 195 2,07 1,29 1,86 3,20
Ma 2,43 2,38 2,62 2,24 2,99 4,59
x 2,53 245 2,62 2,14 3,45 4,97
o 0,35 0,30 0,14 0,58 1,44 1,49
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7

O Fasciola spp. colhidas no matadouro
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—_ 6 B Populacdes de Fasciola hepatica
£ - )
£ 5 m Populagbes de Fasciola sp.
1]
B Populacdes de Fasciola gigantica
g 4 - [
= Grupo A
3 ++ Grupo B
2
1
0

Gréfico 13 - Representacdo em diagrama de caixas da razéo entre a largura maxima do corpo e o seu
comprimento dos exemplares de Fasciola spp. colhidos no matadouro de Beja, do Grupo A, do Grupo B e
das populag@es de Fasciola hepatica, Fasciola sp., e Fasciola gigantica.
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4.3.3. Discussdo dos resultados e sua associacao aos critérios de

selecdo dos exemplares

Da analise dos Anexo 4 a Anexo e dos graficos de caixas apresentados, verificamos que
todos os exemplares em estudo se enquadram no intervalo de valores das populacées hibridas
(Fasciola sp.) e metade (51 exemplares) tem medidas correspondentes aos valores de referéncia
das populacfes de Fasciola hepatica. Apenas 28 exemplares tém valores que correspondam ao
intervalo de valores das populacdes de Fasciola gigantica, sendo que, para a razdo entre a
largura maxima do corpo e 0 seu comprimento, apenas os valores “outliers” se situam nesse
intervalo.

Dado que a distribuicdo geografica das espécies de trematodas é determinada pela
distribuicao geogréfica das espécies de hospedeiro intermediario adequadas, e que nas zonas
de clima temperado (como Portugal) ocorre a presenca de Galba truncatula e Lymnaea
rubiginosa, é expectavel encontrar-se 0 seu parasita associado, a Fasciola hepatica (Nyindo &
Lukambagire, 2015). Até ao momento ndo se encontram registos da presenca de Fasciola
gigantica ou de formas intermédias a oeste e no centro da Europa (Mas-Coma, Valero & Bargues,
2009).

De acordo com os resultados obtidos, poderemos estar perante uma populagéo de Fasciola
hepatica com valores acima dos exibidos nos estudos apresentados, podendo isso dever-se, por
exemplo a uma influéncia geografica, ou termos presente Fasciola gigantica e formas hibridas
ou apenas a ocorréncia de formas hibridas.

E revelada assim a necessidade de um estudo genético para tentar clarificar esta situacao.

E referido por Shaldoum et al. (2015) que a fixac&o e montagem dos parasitas pode afetar
alguns pardmetros. Apesar dos procedimentos terem seguido a metodologia dos artigos de
referéncia, ndo descuramos a possibilidade de poderem ter ocorrido algumas alteragdes
decorrentes da manipulagcdo durante as medi¢Bes e do armazenamento em alcool a 70°. No
entanto, a ocorrer algum viés dos citados, ocorreu de igual forma em todos os exemplares, o que
nao comprometera os resultados apresentados.

Na Tabela 15 é possivel interpretar os critérios de selecdo dos exemplares em estudo (a
azul) de acordo com o seu agrupamento ou ndo no grupo A ou no grupo B, estando assinalados
na coluna “Categorizacao dos exemplares estudados”. Assinalados com H estéo os exemplares
cujas medidas se enquadram no intervalo de valores para Fasciola hepatica (grupo A) e com G
0s que se enquadram no intervalo de valores para Fasciola gigantica (grupo B).

A observacdo da Tabela 15 permite verificar que os exemplares de Fasciola spp. cujas
medidas se enquadram no intervalo de valores das populacdes de Fasciola gigantica tém origem
em alguns distritos contiguos sendo eles Viseu e Coimbra e Santarém, Portalegre e Evora
(Figura 13).
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Verifica-se que no mesmo animal foram colhidos exemplares que se enquadram nas
medidas de referéncia para a Fasciola hepatica e outros que se enquadram nos valores das
populacdes de Fasciola gigantica.

N&o se regista uma redugcéo no tamanho dos exemplares quando a carga parasitaria é
elevada, como se pode observar nos animais nimero 8, 22 e 23. Em animais mais novos (n° 5,
11 e 21) foram colhidos exemplares de Fasciola spp. com caracteristicas morfométricas diversas.

Todos os distritos em que foram identificados exemplares com morfometria compativel com
as populacdes de Fasciola gigantica, tiveram origem em diferentes produtores e localidades do
mesmo distrito, a excecado do distrito de Viseu, onde foram registados exemplares compativeis

com as populagBes de Fasciola gigantica apenas numa localidade do distrito.
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Tabela 15 — Relag&o entre os critérios de sele¢do dos exemplares em estudo (a azul) e a sua
categorizacdo em H - exemplares cujas medidas se enquadram no intervalo de valores para Fasciola
hepatica; G - exemplares cujas medidas se enquadram no intervalo de valores para Fasciola gigantica.

o (@] ~—~ ) n
v O | T 3 o0 i e N
°o®8ds 538 o NG % 2 2 £ % Animais Parasitados
& . Socog| E = 2| 2% 5 Animais abatidos
g 2 o g S| o g o | 2w © C
S = @ o o © |¥ v oo
ho} = X g pust
“8 |8 °°= = |2° 5"
3 |- H H 134 Fémea  Viseu A 69 Mesmo
(Castro distrito 2
22 -- 7 Fé N A 140 .
G G G| 73 Fémea d'Aire) 3/85 localidades
2 H H 170 Fémea Viseu C 31 1/57 diferentes
1 G HGH 192 Fémea C OMPE g 46 2/74
(Soure)
12— H H - 113 Fémea  “onarem . 15 2/9 Mesmo
(Chamusca) distrito 2
$ localidades
4 G HHH 193 Femea Sontarem . 7 1/6 .
(Cartaxo) diferentes
HHH H 54 Fémea K 12
6 G -~ H H 134 Femea @ Cl@l€OTe g 10 4/188
19 G - G G 76 Fémea K 12
9 HHHH 167 Fémea Portalegre | 12
R (Avis) 5/6 2 produtores
10 G -- -- G 242 Fémea L 10 diferentes na
7 G H G G 78 Macho Portalegre M 40 mesma
(Avis) 2/5 localidade
8 G -- H -- 176 Fémea M 91
14 -- - -- -- 206 Fémea Porta|egre N 37
- (Avis) 5/20 (com origem em 2
15 HHH H 147 Fémea N 11 exploracdes com
16 G -- G G|206 Fémea Portalegre N 23 Ios:ahzagoes
17 |G G|G G| 112 Fémea | (Arronches)| N 46 diferentes)
18 H H G G| 156 Fémea N 18
23 G H H 129 Fémea SvaE P 109
24 -- - -- G 75 Fémea (Arraiolos) P 41 8/40 Mesmo
25 - H - H 133 Fémea P 5 distrito 2
localidades
11 |H|-- H 12 Macho Evora R 12 4/33 diferentes
21 H H G 10 Macho R 27
Setubal
13 H H H H 201 Fémea (Alcacerdo S 7 3/7
Sal)
Boi
20 HHHH 9 Fémea e1a 7 6/6
(Serpa)

Contribuicdo para o estudo de Fasciola sp. em bovinos 67



Viana do

Ctelo—1 vila |/
Brvagal 'Real” Braganca
Porto i

Avei

L VIS€U ; Guarda

~ . % castelo

...~ Branco
Leiria " 7 ,
Lisboa N :egre
¢ Evora
Setdbal
| Beja
Agores
Madeira Faro

Figura 13 — Assinalado com @ os distritos de origem dos exemplares de Fasciola spp. cujas medidas se
enquadram no intervalo de valores das popula¢@es de Fasciola gigantica

4.4. Andlise genética

O transiluminador (Chemidoc, Bio-Rad) permitiu visualizar a corrida das amostras no gel de
eletroforese confirmando o sucesso da reagéo de amplificacéo por “Polymerase Chain Reaction”
(PCR). Uma vez confirmado o tamanho do produto de amplificacdo e a formac¢&o de uma Unica
banda, recorreu-se a um kit comercial para a purificacdo das amostras (QIAquick PCR
Purification, Qiagen) e apds quantificacdo estas foram enviadas diretamente para sequenciacdo
(NZYTech).

Com os resultados, foi feito um alinhamento exploratério para analisar uma regido especifica
de apenas 550 pares de bases do gene 28S, para as poder comparar em conjunto com
sequéncias parciais desta mesma regido disponiveis nas bases de dados (NCBI: Fasciola
hepatica AJ439738 (Valéncia, Espanha), AJ440788 (Bolivia); Fasciola gigantica AJ440786
(Egipto), AJ439739 (Cabo Verde)). Nestaregido do gene nuclear 28S, estes exemplares diferem
em quatro nucledtidos entre espécies, mantendo-se iguais dentro da espécie. Porém, trés dos
quatro exemplares enviados para sequenciacdo possuem trés destes nucledtidos em comum
com as sequéncias de Fasciola hepatica, mas possuem um nucle6tido em comum com as
sequéncias de Fasciola gigantica com as quais compardmos. As sequéncias terdo de ser

confirmadas e mais exemplares terdo de ser processados e analisados antes de uma discusséo

Contribuicéo para o estudo de Fasciola sp. em bovinos 68



preliminar destes resultados, o que nao foi possivel fazer até ao prazo de entrega desta

dissertagéo.

5. Conclusao

A frequéncia de Fasciola spp. em bovinos abatidos no matadouro de Beja no periodo do
estudo foi de 1,74%.

Em ordem decrescente de quantidade de animais abatidos no matadouro, os distritos de
Beja, Evora, Portalegre, Viseu, Setbal e Santarém apresentaram frequéncias da infecéo pelo
parasita respetivamente de 0,80%, 1,79%, 3,51%, 2,72%, 1,67% e 2,37%, representando no seu
conjunto 89% dos animais abatidos no matadouro e 93% dos animais com Fasciola spp.

A frequéncia de Fasciola hepatica foi superior em animais com mais de dois anos de
idade, o que segundo Yildirim et al. (2007) ocorre porque os bovinos mais velhos pastoreiam
mais frequentemente pastagens, aumentando assim a possibilidade de ingestdo de
metacercarias.

Os animais com a presenc¢a do parasita eram maioritariamente fémeas, o que 0 mesmo
autor justifica com o facto da maioria das fémeas serem selecionadas para reproducdo e
producéo de leite, sendo os machos abatidos mais precocemente, o que se constatou na nossa
amostra.

Apesar do reduzido nimero de amostras de bovinos com idade inferior a 13 meses, estes
e 0s animais com idade superior a 65 meses apresentaram maior nimero de parasitas que os
bovinos com idades compreendidas entre os 13 e 0s 65 meses de idade. A possibilidade de
animais mais novos e mais velhos apresentar debilidades no sistema imunitario, pode justificar
infecBes mais intensas (maior nimero de exemplares de Fasciola spp.) nessas classes etarias.

N&o se encontrou uma relacédo direta entre o peso da carcaca e a intensidade da infecéo
(nimero de parasitas colhidos). Contudo, nos animais dos quais foram colhidos um grande
namero de exemplares, verificou-se uma ligeira diminuigédo do peso da carcaca.

N&o se observou uma oscilacdo significativa na classificacdo das carcacas dos animais
infetados com Fasciola spp. e dos animais ndo infetados, contudo destacam-se duas categorias,
DO 2 (fémeas paridas, com conformagcdo média e com uma camada adiposa leve) e DR 3
(fémeas paridas, com conformacédo boa e com uma camada adiposa média), em que 45,62%
dos animais classificados nestas categorias se revelaram infetados com Fasciola spp.,
contrastando com 23,70% dos animais sem o parasita.

Houve produtores que enviaram poucos animais para abate, apresentando a maioria
bovinos com Fasciola spp., 0 que leva a inferir que podem ser animais provenientes de zonas

endémicas, animais ndo desparasitados ou em que houve uma falha generalizada na
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desparasitacdo, como por exemplo, dose inadequada ou uso de um produto sem eficacia (por
exemplo, por falha no armazenamento).

Quando verificamos que ha produtores que enviaram um elevado nimero de bovinos para
abate e apresentaram um ndmero reduzido de animais com Fasciola spp. podemos suspeitar de
uma falha pontual na desparasitagdo, contudo também é admissivel ponderar a existéncia de
possiveis casos de resisténcia ao anti-helmintico utiizado.

A caracterizacdo morfométrica, feita pela primeira vez a esta escala, revela diferencas entre
os exemplares que recomendam a continuacdo de estudos para caracterizacdo e classificacédo
taxonémica das populacdes de Fasciola spp. presentes em Portugal.

Segundo Valero et al. (2001), a caracterizacdo morfométrica pode ser insuficiente para a
identificacdo da espécie de fasciola, uma vez que ha grande variabilidade nas caracteristicas
morfologicas, nomeadamente pela influéncia geogréfica e existéncia de formas hibridas. No caso
da populacdo em estudo, a caracterizagcdo morfométrica ndo se mostrou suficiente para
identificacdo a espécie. Posto isto ou estamos perante uma populagdo de Fasciola hepatica com
valores acima dos exibidos nos estudos apresentados ou estamos perante a presenca de
Fasciola gigantica e a ocorréncia de formas hibridas ou apenas a ocorréncia de formas hibridas.

Trés dos quatro exemplares enviados para sequenciagdo possuem trés nucledtidos em
comum com as sequéncias de Fasciola hepética e possuem um nucle6tido em comum com as
sequéncias de Fasciola gigantica com as quais compardmos. As sequéncias terdo de ser
confirmadas e mais exemplares terdo de ser processados e analisados antes de uma discusséo
preliminar destes resultados, o que nado foi possivel fazer até ao prazo de entrega desta
dissertagdo. E manifesta assim a necessidade em continuar com o estudo genético de modo a

clarificar esta situacgéo.

6. Perspetivas futuras

E objetivo continuar o estudo genético iniciado, investigando o possivel até esclarecer os
resultados apresentados no que concerne a identificacao a espécie dos exemplares recolhidos.
Dada a importancia que tem vindo a adquirir a resisténcia de Fasciola spp. aos anti-helminticos,
torna-se necessario estudar essa possibilidade em Portugal, como contributo para a elaboracao
de planos de controlo. Nesse sentido, foram recolhidos ovos de Fasciola spp. adultas e
conservaram-se no escuro a 4 °C, de modo a retardar o seu desenvolvimento. Com estes ovos
pretende avaliar-se “in vitro” a eficacia da dose dos anti-helminticos mais utilizados no controlo

e tratamento em bovinos.
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ANEXOS

Anexo 1 — Numero de animais abatidos e ndmero de exemplares de Fasciola spp. recolhidos por
localidade e distrito.

Distrito

Aveiro
Beja
Beja
Beja
Beja
Beja
Beja
Beja
Beja
Beja
Beja
Beja
Beja
Beja

Braganga
Braganga
Castelo Branco
Castelo Branco
Castelo Branco
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Evora
Evora
Evora
Evora
Evora
Evora
Evora
Evora
Evora
Evora
Evora
Evora
Faro
Guarda
Guarda

Localidade

Vouzela
Ferreira do Alentejo
Alvito
Cuba
Moura
Barrancos
Aljustrel
Beja
Serpa
Ourique
Castro Verde
Mértola
Almodovar
Odemira
Mir&a do Douro
Mogadouro
Penamacor
Idanha-a-Nova
Castelo Branco
Mira
Cantanhede
Figueira da Foz
Montemor-o-Velho
Soure
Mora
Arraiolos
Estremoz
Vila Vigosa
Montemor-o-Novo
Evora
Redondo
Al&roal
Viana do Alentejo
Portel

Reguengos de Monsaraz

Mourdo
Silves

Figueira-de-Castelo-Rodrigo

Pinhel

Numero total de
animais abatidos
1
23
74
254
54
58
18
69
56
186
15
158
11
24
2
7
14
18
1
4
8
37
1
59
8
94
50
6
130
140
115

120
128
22
16
10
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com Fasciola spp.
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Guarda
Guarda
Leiria
Leiria
Leiria
Leiria
Lisboa
Lisboa
Lisboa
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Santarém
Santarém
Santarém
Santarém
Setubal
Setubal
Setubal
Setubal
Setubal
Setubal
Viseu
Viseu
Viseu
Viseu
Viseu
Viseu
Viseu
Viseu
Viseu
Viseu
Total
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Covilha
Fundao
Pombal
Leiria
Nazaré
Caldas da Rainha
Torres Vedras
Sobral de Monte Agraco
Loures
Castelo de Vide
Crato
Portalegre
Ponte de So6r
Alter do Chao
Avis
Monforte
Arronches
Elvas
Ferreira do Zezere
Chamusca
Cartaxo
Benavente
Montijo
Moita
Palmela
Alcacer do Sal
Grandola
Santiago do Cacém
Cinfaes
Tarouca
Moimenta da Beira
Castro d'Aire
Vila Nova de Paiva
Oliveira de Frades
Sao Pedro do Sul
Viseu
Carregal do Sal
Santa Comba D3o

27

12

26
98

26
21
195
31
57
26
49

72

88
71

10
109
47
32
35

14
87

59
14

3276

57



NUmero de
codificacdo
do animal

24

23

25

10

Nr.
Ordem

XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

Anexo 2 — Numero total de animais parasitados e seleccao das amostras para o estudo morfométrico.

Idade
(meses)

75
106
117
119
122
129
130
133

66
148
167
196
242
193
188
192

14

94
207

17

Sexo

Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea

Peso fr.

260,48
339,86
296,35
311,44
309,48
296,74
375,53
288,51

362,2
217,56
230,88
255,19
285,37

333,2

278,9
284,98
272,04
252,25
343,58
247,74

Classificacao
da carcaga

DO 3
DR3
DO 3
DR-3
DR 4
DR-2
DR+3
DR 3
DR 3
DO+2
DO 2
DR 2
DR 2
DO 3
DR3
DR-3
ER+3
DO-2
DU 3
ER 3

Local origem do
animal

Arraiolos
Arraiolos
Arraiolos
Arraiolos
Arraiolos
Arraiolos
Arraiolos
Arraiolos
Avis

Avis

Avis

Avis

Avis
Cartaxo
Soure
Soure
Palmela
Sdo Pedro do Sul
Silves
Mértola

Distrito

Evora
Evora
Evora
Evora
Evora
Evora
Evora
Evora
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Santarém
Coimbra
Coimbra
Setlbal
Viseu
Faro
Beja

Proprietario

< N @™ — OO rrrrrMrrrr- Y ©Y©Y oY oY U o o

Numero de
exemplares de
Fasciola spp. colhidas
por animal

41
28

1
35
4
109

12

10

46



20

12

13

19

21
11

XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

170
78
176
14
60
87
96
121
113
181
174
174
180
201
145
54
76
112
134
14
15
10
12
12
13

Fémea
Macho
Fémea
Macho
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho

155,42
574,86
305,95
191,49
333
232,45
259,5
286,55
189,92
182,86
197,56
250,88
268,91
198,94
291,25
263,22
322,81
285,37
210,7
314,58
310,66
323,2
305,17
341,04
378,86

DO-2
BU 2
DR 3
AR 2
DO+3
DO 2
DO 3
DO 2
DO 2
DO 2
DO 2
DR 3
DO 2
DO-2
DP 2
DO 2
DR 2
DO 3
DP 2
AR+3
AU 2
ZE 2
AU 2
AU-2
AU 3

Viseu

Avis

Avis

Beja

Serpa

Serpa

Serpa

Serpa
Chamusca
Chamusca
Cuba
Alcdcer do Sal
Alcacer do Sal
Alcdcer do Sal
Fundao
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Serpa
Benavente
Evora

Evora

Evora

Evora

Viseu
Portalegre
Portalegre

Beja
Beja
Beja
Beja
Beja
Santarém
Santarém
Beja
Setlbal
Setlbal
Setlbal
Guarda
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Beja
Santarém

Evora

Evora

Evora

Evora

W I HWIISAAARAMOLOOKOCTTXXXX<ZZO0

31
40
91

11
15

R NN R DR

12
12

10

27
12



17
15
18
14
16
22

XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX
XXX

14
112
147
156
206
206

73
134
161
156
182
171

17

Macho
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea

376,71
294,39
318,69
272,44
228,73
316,93
182,86
191,88
275,77
286,16
265,18

269,1
313,01

AU+2
DR 3
DR 3
DO 3
DO 2
DR 3
DP 2

DP 1
DR 2
DO 3
DO 3
DR 3
ER3

Evora
Arronches
Avis
Arronches
Avis
Arronches
Castro d'Aire
Castro d'Aire
Castro d'Aire
Portalegre
Arraiolos
Arraiolos
Portel

Evora
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Portalegre
Portalegre

Viseu

Viseu

Viseu
Portalegre

Evora

Evora

Evora

4 0 0 «-«>»>>»=222222™=

46
11
18
37
23
140
69
34

11



Anexo 3 — Valores descritos nos diferentes estudos (G, H, I, J, K, L, M, N, O, P, Q, R) para as medi¢des padréo efetuadas (A, B, C, D, E, F). Informag¢8es necessarias a interpretacao dos Anexos 4 a 8.

Exemplificagdo da leitura: GA — medida do comprimento do corpo dos exemplares de Fasciola sp. recolhidos no matadouro de Beja; HA — Intervalo de valores do comprimento do corpo da populagéo de Fasciola hepatica de bovinos da Bolivia.

Comprimento minimo: 11,74mm; comprimento maximo: 28,72mm; Valor médio do comprimento: 19,57mm e respectivo desvio padrdo *+ 0,34 (Ashrafi et al. 2006)

N | A-Comprimento B - Distancia entre a C - Distancia entre a unido das D - Distancia entre a E- Largura Comprimento do corpo
do corpo (mm) ventosa ventral e a unido glandulas vitelinas e a ventosa ventral e a maxima do corpo -
das glandulas vitelinas extremidade posterior do corpo extremidade posterior do (mm) Largura do corpo
(mm) (mm) corpo (mm) (mm)
G - Parasitas Fasciola sp,
colhidos no matadouro de 100 GA GB GC GD GE GF
Beja, Portugal
H - Populacéo F. hepatica, HA HB HC HD HE HF
Bovinos, Bolivia (Ashrafi et 11,74 - 28,72 4,98 — 17,03 2,71 -8,80 8,88 — 24,92 5,37 -12,90 1,58 — 3,08
al. 2006) 99 19,57 + 0,34 10,55 + 0,22 5,64 £ 0,13 16,24 + 0,32 8,63 £ 0,15 2,28 £ 0,03

(Ashrafi et al. 2006)

39,51 + 0,84

21,87 +£0,55

13,79 +£ 0,38

35,58 + 0,81

8,87 + 0,16

M - Populacéo Fasciola sp., MA MB MC MD ME MF
Bovinos, Irdo (Periago etal. | 66 21,46 - 36,41 11,61 —21,08 5,42 -12,51 18,81 — 31,30 5,34 - 12,43 2,60 - 6,33
2008) 28,84 + 0,38 14,80 £ 0,22 9,08 + 0,26 23,87 £ 0,31 7,65 + 0,20 3,94 +0,12
N - Populagéo Fasciola sp., NA NB NC ND NE NF
Bovinos, Egipto (Periago et | 126 23,46 — 45,40 14,39 — 28,11 5,26 — 15,01 20,60 - 41,11 7,92 -17,15 1,86 - 3,37
al. 2008) 33,88 + 0,34 21,10 £ 0,23 9,49 + 0,37 30,59 + 0,33 13,10 £ 0,14 2,61+ 0,03
O - Populagao F. gigantica, OA OB ocC oD OE OF
Bovinos, Burkina Faso 81 28,82 - 52,30 12,26 — 34,11 8,97 — 21,43 26,28 — 50,09 6,03 -11,84 3,40 - 6,77
(Periago et al. 2006) 39,72 + 0,58 22,68 + 0,45 13,45 £ 0,32 36,39 + 0,59 8,45+ 0,14 4,70 + 0,08
P - Populacéo F. gigantica, PA PB P PD PE PF
Bovinos, Burkina Faso 48 30,70 — 52,12 16,05 - 31,61 9,03 -19,43 26,73 - 47,76 6,45-11,38 3,20 - 5,86

4,48 + 0,08

\



Anexo 4 - Medigdes efetuadas em quatro exemplares de Fasciola spp. de cada um dos animais indicados por um nimero de codificagdo (Z): GA, GB, GC. Foi assinalado com um X na tabela seguinte sempre que essas medi¢des se encaixavam no
intervalo de valores codificados por: HA, 1A, JA, KA, LA, MA, NA, OA, PA, QA, RA, HB, IB, JB, KB, LB, MB, NB, OB, PB, QB, RB, HC, IC, JC, KC, LC, MC, NC, OC, PC, QC e RC (correspondéncia no Anexo 3). === - Exemplares selecionados para PCR.
V — Identificagdo do nimero da amostra dos exemplares enviados para PCR.

z 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GA| 33 | 28 | 33 [27,5]25,5]|28,5(26,5(26,5]1295|255| 26 | 28 | 31 | 26 |25,5]| 27 [20,5| 26 26 | 235315 30 | 26 |285|| 30 || 28 (30,5|31,5| 34 [285(| 27 [29,5]| 23 | 27 (27,5 27 | 31 | 29 |29,5|33,5
X X X X X X X X
MA| X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
NA| X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
OA| X X X X X X X X X X X X X X X
PAl X X X X X X X X

GB| 185 | 16 | 19 |175|14,5| 15 |155( 14 | 16 |(17,5|155|16,5(175| 17 | 14 | 16 | 12 | 14 15 | 1255 | 18 | 17 |155] 16 || 17

-
~

17 |20,5| 21 |16,5| 18 | 18 | 15 | 15 | 15 | 15 (175|155 17 | 20

MB| X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
NB | X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
OoB| X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
PB| X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

GC| 11 8 10 7

oo

95175859545 7 8 9 5 8 7 5 8,5 7 85 | 10 | 95| 7 | 85

MC| X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
NC| X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
oc| X X X X X X X X X X X X X X
PC| X X X X X X X X X X X X X X

<

Vil



Anexo 5 — Continuagéo inferior do Anexo 4. Medigbes efetuadas em quatro exemplares de Fasciola spp. de cada um dos animais indicados por um nimero de codificagdo (Z): GD, GE, GF. Foi assinalado com um X na tabela seguinte sempre que essas
medi¢cBes se encaixavam no intervalo de valores codificados por: HD, ID, JD, KD, LD, MD, ND, OD, PD, QD, RD, HE, IE, JE, KE, LE, ME, NE, OE, PE, QE, RE, HF, IF, JF, KF, LF, MF, NF, OF, PF, QF e RF (correspondéncia no Anexo 3). === - Fasciolas
selecionadas para PCR. V - Identificagdo do nimero da amostra de Fasciola spp. enviada para PCR; H — exemplares do grupo A; G — exemplares do Grupo B; --- ndo agrupados.

GD |295]| 24 | 29 |245]225|245| 23 |225(255] 22 [22,5]|245|26,5| 22 | 22 | 23 | 17 (22,5] 22 | 21 | 28 |26,5|22,5|24,5|| 26 ||24,5(26,5]27,5(30,5]|25,5|24,5| 26 20 23 | 24 23 [26,5] 25 (255] 30

X X X X X X X
MD | X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
ND [ X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
oD | X X X X X X X X X X X
PD | X X X X X X

GE | 85| 9 9 95145 12 | 11 | 11 | 13 | 14 | 13 | 12 [10,5| 11 | 10 |10,5] 10 | 11 | 9,5 |10,5|12,5| 9,5 (11,5 11 12 | 12 | 11 | 13 [14,5| 13 (125 9 125(14,5( 13 12 | 12 10,5 11,5

X X X X X X X X X X X X
ME | X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
NE | X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
OE | X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
PE | X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

GF [2,75]2,55(2,64(2,2912,32|2,38| 2,3 |2,52(2,36|2,55(2,36|2,24(2,58|2,17|2,43]2,35|1,95(2,36|2,17(2,04]12,74(2,73]|2,17 2,48 2,3312,77(2,86| 3,4 [259]2,84(281| 2,09 | 3 [2,75] 2,16 |2,38(|2,42|2,27| 2,31




Anexo 6 - Continuacao lateral do Anexo 4. Medi¢6es efetuadas em quatro exemplares de Fasciola spp. de cada um dos animais indicados por um nimero de codificagdo (Z): GA, GB, GC. Foi assinalado com um X na tabela seguinte sempre que essas
medicdes se encaixavam no intervalo de valores codificados por: HA, 1A, JA, KA, LA, MA, NA, OA, PA, QA, RA, HB, IB, JB, KB, LB, MB, NB, OB, PB, QB, RB, HC, IC, JC, KC, LC, MC, NC, OC, PC, QC e RC (correspondéncia no Anexo 3).
Exemplares selecionados para PCR. V — Identificagdo do nimero da amostra de Fasciola spp. enviada para PCR

Z 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

GA |28,5(29,5| 28 [24,5(295| 25 |255]| 29 |27,5| 25 |235| 22 | 28 | 28 [29,5|285]| 28 |26,5| 24 |26,5| 31 [29,5| 32 |34,5|[32,5|[35,5]|30,5]|31,5| 28 |28,5|[31,5]|27,5|[33,5][ 27 |[ 36 |[ 37 || 23 | 22,5|[ 22 || 24
HA | X X | X X | X | X [ X[ X[ X[ X[ X[ X X | X | X | X [ X X

MALT X | X | X [ X[ X X[ X[ X[ XX | x| X[ X[ x| X[ x[ x| x| x| x| x| x[x[x|[xIx]|x]x] x

NA | X [ X [ X[ X [ X[ X[ X[ X[ X[ X[ X[ X[ X[ X[ x| X[ X[ X[ X[ X[ x| x| x| x| xIIxIITx]x]x

OA X X X X X | x | x | x [ x| x| x| x

PA X X | X | x| X X

GB| 18|17 [ 16 |13 29|16 | 27 | 27 | 17 | 13 [2355| 13 [165[155] 16 | 17 [ 19 | 14 [155] 16 | 17 | 16 | 19 [19,5|[185|[ 18 || 17 | 18 | 17

HB X | X | x X | X [ X [ X[ X[ X[ X[ X[ x| Xx | x X | X [ x [ x| X X X

MB| X | X | X [ X[ X[ X[ X x| x| x| x| x| x[x[x[ x| x| x[x][|x]|x]|x]x]|x X | x [ x [ x x| x x x| xIIx]Il x| x| x| x
NB | X | X | X X | X | X | X [ X X | X | X | X[ X[ X[ X[ X[ X[ x| x| x X | X | X | X |[ X x TxX I x I x| x X
OB| X | X | X [ X | X | X | X[ X[ X[ X[ X[ X[ X[ X[ X[ X[ X[ X[ X[ X]|X]|X]|X][X X | X [ X [ XXX x IxIExIEx I x [ x| x| x
PB | X | X | X X | X | X | X | X X X | X | X X | X | X | X | X X | X | X X X X |[ X

MC | X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
NC | X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
ocC X X X X X X X X X X X X X X X X X

PC X X X X X X X X X X X X X X X X X

vV 2 10 || 7 8 9 6




Anexo 7 - Continuagao inferior do Anexo 8. Medi¢Oes efetuadas em quatro exemplares de Fasciola spp. de cada um dos animais indicados por um nimero de codificagdo (Z): GD, GE, GF. Foi assinalado com um X na tabela seguinte sempre que essas
medicdes se encaixavam no intervalo de valores codificados por: HD, ID, JD, KD, LD, MD, ND, OD, PD, QD, RD, HE, IE, JE, KE, LE, ME, NE, OE, PE, QE, RE, HF, IF, JF, KF, LF, MF, NF, OF, PF, QF e RF (correspondéncia ho Anexo 3). === -
Exemplares selecionados para PCR. V - Identificagdo do nimero da amostra de Fasciola spp. enviada para PCR; H — exemplares do grupo A; G — exemplares do Grupo B; --- ndo agrupados.

z 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

GD [245( 26 | 24 [20,5]| 26 |21,5]|225] 25 | 24 | 21 | 20 |18,5(24,5(245| 26 | 26 | 25 (22,521 | 23 | 28 [25,5| 28 [30,5||29||315|| 27 28 | 22 | 24 || 27 ||24,5||28,5]|| 23 ||31,5]| 32 }|19,5]18,5(|18,5{|20,5
HD | X X X X X X X X X X X X X X | X| X X X

MD | X X X X X X X X X X X X X X X X X | X[ X X X X X X X X X X X X
ND [ X X X X X X X X X X X X X X X | X] X X X X X X X X X X X X X
oD X X X X X X X X X X X
PD X X X X X X X
S S S e
[x] I o [
1

H
0'1
H
(J'1

H
~ -::- alls -l><-:ll><><xx

T BT B ]

GD (11,5( 11 | 12 |11,5|10,5| 11 | 12 |11,5]12,5] 10 | 11 |12,5( 11 9 10 | 125 13 | 12 (13 |14,5] 11 | 12 (11,5105 11 || 125 | 12 14 |12,5)|11,5||11,5 2 12 |10,5)| 12 ||11,5
HE | X X X X X X X X X X X X X X X X X X | X X X X X Iﬁ X X X ﬁl ﬁl X X ﬁ X
ME | X X X X X X X X X X X X X X X X X X ! X I I X X !

NE | X X X X X X X X X X X X X X X X X X | X]| X X X X X X X X X X X X X X X

OE | X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

PE X X X X X X X X X X X

GF 12,85]2,8112,67]2,33|2,36(2,08(2,22(2,32(2,39|2,38(|2,76| 2,2 |2,15| 2 |2,27| 2,38 |2,67|2,4112,4]|2,52|2,58]2,81]2,67

w

2,82

3,5 (]2,89|3,72 ‘216\248 2,85(12,88 | 2,5 ||2,75

MF | X X X X X X X X X X X X X X

NF X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

OF X X X

PF X X X
V|iH|—-|H|H]~|H[H]|~-|{H|H|[H]|H]|—-]~—|~|—-|H|H|H|H]|]G|~]|c]|ac|4c|sc ‘2@\ H ‘10(3”7---” 8G H QG\ H|H ‘ \ H \




Anexo 8 - Continuacao lateral do Anexo 9. Medi¢Bes efetuadas em quatro exemplares de Fasciola spp.de cada um dos animais indicados por um ndmero de codificagdo (Z): GA, GB, GC, GD, GE, GF. Foi assinalado com um X na tabela seguinte sempre
que essas medicdes se encaixavam no intervalo de valores codificados por: HA, 1A, JA, KA, LA, MA, NA, OA, PA, QA, RA, HB, IB, JB, KB, LB, MB, NB, OB, PB, QB, RB, HC, IC, JC, KC, LC, MC, NC, OC, PC, QC, RC, HD, ID, JD, KD, LD, MD, ND, OD,
PD, QD, RD, HE, IE, JE, KE, LE, ME, NE, OE, PE, QE, RE, HF, IF, JF, KF, LF, MF, NF, OF, PF, QF e RF (correspondéncia no Anexo 3). === - Exemplares selecionados para PCR. V - Identificagdo do nimero da amostra de Fasciola spp. enviada para
PCR; H — exemplares do grupo A; G — exemplares do Grupo B; --- ndo agrupados.

z 21 22 23 24 25 X 21 22 23 24 25
GA| 20 | 28 |285|31[335[345[305|[36]|31[305] 27 | 27 | 20 [29,5]29,5| 31| 30 | 28 |29,5|28,5|GD | 25 |245|255|27,5|29,5(|305| 27 || 32 || 27 | 26 |225|235|255| 255 | 255 | 27,5 [26,5| 24 |255 | 24,5
x| x [ x X x [Ho| x [ x x [ x X X
x| x [ x| x| x| x| x| x| x| x] x| x] x
x| x| x| x| x| x| x| x| x| x] x| x] x

x [ x | x x | x

x || x X

175]16,5] 18 18| 16 [ 16 [1655] 15 [155[145] 18 [16,5[145] 16 [17,5{cD| 11,5] 105] 85 10 [ 13 ] 13 125|[125|] 8 [ o] 8 [ 85| 10{105]105] 105] 12]115] 125] 125

X

[ IR o< < [o<] < T[]

vB| X | x| x| x| x| x| x X[ x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x|ve] x| x| x]x X | x| x| x| x| x| x| x| x| x

Ne| x| x| x| x| x| x| x X[ x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x|[nel] x| x| x] x| x] x| x x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x

oB| x | x [ x | x| x| x]Xx X[ x| x| x| x| x|[x|x]|x|x|x]|x|oe|] x| x| x]x X | x| x| x| x| x| x| x| x| x

PB| X | X | x| x| x| x| x x| x| x| x x| x x| x [PE x | x| x X | x| x| x| x| x| x| x

Gc| 75| 8 [75]95] 9 [105] 7 9|10 [65] 7 |105[ 10| 11 [95[ 10 | 95|95 7 |GF|264233|238(282|239(276|265||3,13||2,38|2,1|2,08|216|242|257 236248 231]215]|2,36 228
X X X X X [HE[ x| x| x| x| x| x| x X | x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x

Me|l x| x| x| x| x| x| x X[ x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x|ve|] x X x| x || x

NC| x| x| x| x| x| x| x X[ x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x|Ne|[ x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x] x

oC x| x| x X | x X | x| x| x| x| x]x OF

PC x| x| x x| x X | x| x| x| x| x| x PF

‘V‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ VIH|[H]H[G]|G|[G] - ‘SG\ G|G|H|H|~-~]|~|~-]|]G|~-~]|H]|--]|H






