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Resumo

A fasciolose, causada por Fasciola hepatica, um trematode zoonético globalmente distribuido, é

uma parasitose hepatica responsavel por importantes perdas econémicos na produgao ovina.

O estudo teve por objetivo determinar a prevaléncia e possiveis fatores de risco associados a

infecéo por F. hepatica em ovinos das ragas Merina Branca e Merina Preta da regido do Alentejo.

Para tal, foram analisadas amostras de fezes e sangue colhidas de 423 ovinos da raca Merina

Branca e 252 ovinos da raca Merina Preta provenientes de 28 exploragdes.

O exame coproldgico, pelo método de sedimentacao natural modificada, revelou uma prevaléncia

de 2,1%. A analise seroldgica, utilizando kits comerciais ELISA (IDEXX® Fasciolosis Verification
Test), mostrou uma seroprevaléncia de 4,4% (ICgs5%=3,1%-6,3%). Apenas a variavel “Pastoreio

em regadio” foi identificada como fator de risco.

Com base nos resultados, os ovinos das ragcas Merina Branca e Merina Preta da regido estudada

apresentaram uma baixa prevaléncia de F. hepatica.

Palavras-chave: Fasciola hepatica, prevaléncia, ovinos Merino, serologia, fatores de risco.



Prevalence and risk factors associated with Fasciola hepatica
infection in White Merino and Black Merino sheep

Abstract

Fasciolosis, caused by Fasciola hepatica, a globally distributed zoonotic trematode, is a hepatic

parasitosis responsible for important economic losses in sheep production.

The aim of the present study was to determine the prevalence and possible risk factors associated

with F. hepatica infection in White Merino and Black Merino sheep from the Alentejo region.

For this purpose, faecal and blood samples collected from 423 White Merino sheep and 252 Black
Merino sheep from 28 farms were analysed.

The coprological exam, using a modified natural sedimentation method, obtained a prevalence of
2.1%. Serological analysis, using commercial ELISA kits (IDEXX®© Fasciolosis Verification Test),
revealed a seroprevalence of 4.4% (ICgs54=3.1%-6.3%). The only variable identified as a risk factor

was “Grazing in irrigated pasture”.

Based on the results, White Merino and Black Merino sheep from the studied region showed a
low prevalence of F. hepatica.

Keywords: Fasciola hepatica, prevalence, Merino sheep, serology, risk factors.
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1. Introducéo

A presente dissertagdo foi elaborada na sequéncia do trabalho desenvolvido durante o estagio
curricular realizado entre setembro 2020 a fevereiro 2021, no laboratério de parasitologia do
Instituto Nacional de Investigagdo Agréaria e Veterinaria (INIAV), sob a orientacdo da Doutora
Helga Marlene Cardoso Waap.

Os trabalhos laboratoriais executados encontravam-se inseridos no ambito do Projeto
MERINOparasite (PTDC/CVT-CVT/28798/2017), financiado pela Fundacdo para a Ciéncia e
Tecnologia numa parceria entre o INIAV, a Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
de Lisboa (FMV-UL) e a Associacdo Nacional de Criadores de Ovinos da Raca Merina
(ANCORME).

A fasciolose € uma doenca provocada por dois parasitas, Fasciola hepatica e Fasciola gigantica.
No entanto, na Europa, F. hepatica é a Unica espécie registada e com relevancia na transmissao

e desenvolvimento da doenca.

F. hepatica é um trematode com distribuicdo cosmopolita (Constable et al., 2017), que parasita
uma ampla gama de hospedeiros, especialmente ruminantes (Beesley et al., 2018). E
responsével por consideraveis perdas econémicas, estimadas a nivel global em mais de 3,2 mil
milhGes de dolares americanos por ano (Mehmood et al., 2017). Estes prejuizos decorrem da
morte de animais infetados, rejeicdo de figados parasitados, perda de condi¢do corporal,
diminuicdo das taxas de fertilidade, da producédo de leite e 1& e dos custos ligados ao seu
tratamento (Mitchell, 2007; Mehlhorn, 2016a; Howell & Williams, 2020). Apesar de ser um
parasita bem conhecido e estudado, continua a constituir um desafio a salde, bem-estar,
produtividade e reprodugéo na pecudria em todo o mundo (Charlier et al., 2014; Rinaldi et al.,

2015).

A fasciolose em ruminantes € endémica em muitas partes da Europa, e uma das principais
infecdes helminticas (Mehmood et al., 2017). Na Ultima década, tem-se verificado um aumento
do ndamero de surtos de fasciolose em ovinos, principalmente no Reino Unido e Irlanda, mas
também noutros paises do Norte e do Sul da Europa. Uma das razGes apontadas para a maior
prevaléncia sdo as altera¢cdes climaticas causadas pelo aquecimento global, sugerindo que os

padrdes epidemioldgicos da doenca estdo em mudanca (Taylor, 2009; Rinaldi et al., 2015).

Para além de ser um problema que afeta gravemente a sadde animal, € também uma zoonose
parasitaria de origem alimentar reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude como uma
doenca tropical negligenciada reemergente, que afeta cerca de 2,4 milhdes de pessoas em mais
de 70 paises (Nyindo & Lukambagire, 2015; Mas-Coma et al., 2019; Organiza¢cdo Mundial de
Saude, 2021).



As racas autdctones, como € o caso das racas Merina Branca e Merina Preta em estudo, sdo um
recurso genético muito valioso devido a biodiversidade que apresentam, distinguindo-se pela sua
rusticidade, longevidade e resisténcia a infecdes parasitarias. Importa também fazer referéncia a
sua importancia socioeconémica, gracas a producao de produtos de qualidade e a fixacdo da
populacdo no meio rural (Torgerson & Claxton, 1999; ANCORME, 2008; McManus et al., 2014).

No nosso pais sdo escassos 0s estudos relativos a prevaléncia da fasciolose, e a grande maioria
dizem respeito a dados de matadouro em bovinos, sendo insuficiente a informacé&o disponivel no

gue toca a seroprevaléncia desta doenca, sobretudo na espécie ovina.

Assim, surge a necessidade da realizacao deste estudo epidemiolégico, a fim de poder contribuir
para o panorama atual sobre o parasitismo por F. hepatica na regido do Alentejo e
particularmente nas ragas Merina Branca e Merina Preta. Consequentemente, poderdo ser
retiradas informacdes Uteis para avaliacdo do risco da doenga nesta regido e implementagéo de

planos de controlo e terapéutica mais ajustadas a realidade.

2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais

O estudo epidemiolégico realizado na presente dissertacéo teve como principais objetivos:

I Estimar a prevaléncia e distribuicdo geografica da infecéo por F. hepatica em ovinos da
Raca Merina Branca e Merina Preta na regido do Alentejo, com recurso a duas técnicas:
sedimentacdo natural para detecdo de ovos nas fezes e serologia (Ensaio

imunoenzimatico (ELISA));
I. Identificar potenciais fatores de risco para a infecéo por F. hepatica relacionados com as

caracteristicas individuais dos animais e com as caracteristicas das exploragfes, através

da realizagcdo de inquéritos junto das exploracdes.
2.2 Objetivos complementares

I Relacionar a seroprevaléncia com as caracteristicas individuais dos ovinos (raca, idade,

sexo) e das explora¢c6es amostradas;



Il. Analisar os valores de hemograma e dos perfis bioquimicos e a sua relacdo com a

seroprevaléncia;

. Determinar a concordancia entre os dois métodos de diagnéstico utilizados.

3. Reviséo bibliografica
3.1 Taxonomia

Taxonomicamente e de acordo com Taylor et al., (2016), o parasita F. hepatica é classificado

segundo o diagrama da Figura 1.

[Reino: Animalia '_J

‘ Filo: Platyhelminthes

‘ Classe: Trematoda

‘ Subclasse: Digenea

(Ordem: Echinostomatida

‘ Familia: Fasciolidae

‘ Género: Fasciola

‘ Espécie: hepatica

Figura 1: Classificagdo taxondmica de Fasciola

hepatica segundo Taylor et al., (2016).

Os parasitas do filo Platyhelminthes caracterizam-se por serem acelomados, achatados
dorsoventralmente, apresentarem simetria bilateral e serem desprovidos de esqueleto, sistema
circulatorio e sistema respiratorio (Roberts & Janovi, 2009; Bowman, 2014; Goater et al., 2014).
Os membros da classe Trematoda ndo sdo segmentados e apresentam uma forma foliacea,
cbnica ou cilindrica (Leitdo, 1983). A subclasse Digenea inclui as espécies com especial
relevancia veterinaria (Bowman, 2014), cujo ciclo de vida é indireto, com um ou dois hospedeiros
intermediarios, o primeiro dos quais € sempre um gastropode onde ocorre a reproducdo
assexuada (Gunn & Pitt, 2012). O hospedeiro definitivo € obrigatoriamente um vertebrado, no
qgual se da a reproducdo sexuada (Taylor et al.,, 2016). A familia Fasciolidae engloba os
trematodes de grandes dimensdes, hermafroditas, revestidos por uma cuticula espinhosa e que

parasitam os canais biliares e o intestino dos mamiferos.



3.2 Morfologia geral

As formas adultas de F. hepatica (Figura 2) possuem um corpo largo e achatado
dorsoventralmente, em forma de folha e com simetria bilateral (Hendrix & Robinson, 2012). As
suas dimensdes variam entre os 18 e 51 milimetros (mm) de comprimento e os 4 e 13 mm de

largura (Vazquez & Pérez, 2001).

A extremidade anterior, mais larga que a posterior, possui forma conica com ombros que se
distinguem do resto do corpo e se projetam lateralmente (Hendrix & Robinson, 2012; Taylor et
al., 2016). E no cone ceféalico que podemos encontrar os 6rgéos de fixacdo, constituidos por duas
ventosas: a ventosa oral, de maiores dimensofes, e a ventosa ventral ou acetabulum (Urquhart et
al., 1996; Goater et al., 2014).

Todo o corpo é revestido por um tegumento constituido por espinhos projetados posteriormente.
Imediatamente abaixo do tegumento, localizam-se os musculos. Nao existe uma cavidade geral,

estando todos os 6rgdos compactados num parénquima (Taylor et al., 2016).

Devido a ramificagcéo e sobreposi¢éo dos varios 6rgéos a anatomia interna de F. hepatica ndo se
distingue com facilidade. O parasita apresenta uma cor castanha avermelhada quando fresco e

adquire uma aparéncia acinzentada quando conservado (Hendrix & Robinson, 2012).

As formas imaturas sdo lanceoladas e medem entre um a dois milimetros de comprimento (Taylor
et al., 2016).

Saco cirro

Vaso
deferente

Ovario

Glandulas
vitelinas

A
Figura 2: Faciola hepatica (A) (Laboratdrio de Parasitologia do INIAV), diagrama do

parasita adulto com as estruturas principais (B) e (C) (Adaptado de Andrews, 1999).



3.2.1 Tegumento

O tegumento é das estruturas mais importantes na biologia do parasita, visto que é através desta

superficie que se da o contacto e se realizam trocas com o hospedeiro (Toet et al., 2014).

Este consiste numa camada acelular basdéfila, mais ou menos homogénea, cuja espessura varia
entre 7 e 16 um (Gonzélez, 2001). Trata-se de uma membrana de organizacao sincicial, unida
por filamentos citoplasmaticos a corpos celulares nucleados localizados no parénquima corporal.
Exteriormente, o tegumento encontra-se revestido por uma membrana plasmatica que contém
um espesso glicocélice (Fairweather, 2011; Toet et al., 2014). Toda a area corporal é coberta por
espinhos, firmemente ligados a membrana plasmatica basal, que auxiliam a fixacdo do parasita
nos ductos biliares e ajudam no processo de alimentagcdo ao perfurarem o epitélio e os vasos

sanguineos (Fairweather et al., 1999).

Esta camada é um tecido vivo complexo e metabolicamente ativo, onde ocorrem importantes
interacdes bioquimicas, fisiolégicas e imunes, onde se destacam as seguintes fungdes: sintese
e excrecdo de véarias substancias; absorcdo de nutrientes; osmorregulacdo; protecdo contra o
sistema imune do hospedeiro e enzimas digestivas; capacidade sensorial (Fairweather et al.,
1999; Goater et al., 2014). Sendo uma das estruturas com maior capacidade de absorcéo e mais
exposta a acdo de anti-helminticos é considerada um tecido alvo para a atuacdo destes
farmacos. Para além disso, como o tegumento se encontra continuamente exposto ao sistema
imune do hospedeiro € também apontado como um potencial alvo para a acéo de vacinas. Assim,
a integridade da membrana plasmatica e do tegumento sincicial sdo fundamentais para a

sobrevivéncia deste trematode (McKinstry et al., 2003; Ravida et al., 2016).

3.2.2 Sistema digestivo

F. hepatica apresenta um sistema digestivo simples incompleto (Gonzalez, 2001; Goater et al.,
2014).

Na zona anterior encontramos a boca, rodeada por uma ventosa oral musculosa, que se liga a
uma faringe muscular que comunica com o esofago. O eso6fago, no seu extremo posterior,
bifurca-se em dois ramos intestinais cegos (cecos) (Hendrix & Robinson, 2012). Os cecos
intestinais, que se estendem até ao limite posterior do corpo, sdo muito ramificados lateralmente
formando os chamados diverticulos (ramificacdes de aspeto arboriforme) (Gonzalez, 2001;
Mehlhorn, 2016b).

Estes trematodes alimentam-se de sangue e detritos tecidulares provenientes da descamagéo
do epitélio superficial dos ductos biliares hipertrofiados. Depois de ingeridos, os alimentos sédo

digeridos e absorvidos no ceco (Urquhart et al., 1996).



As formas de F. hepatica ndo possuem anus, sendo a excre¢do dos alimentos digeridos feita por

regurgitacdo dos contetdos cecais (Hendrix & Robinson, 2012).

3.2.3 Sistema excretor

O sistema excretor é do tipo protonefridio, constituido por células de flama ciliadas que
transferem os residuos metabolicos ao longo de um sistema de tubos coletores que se juntame
desembocam numa bexiga excretora que comunica com o exterior através de um poro localizado

no extremo posterior do corpo (Gonzélez, 2001; Goater et al., 2014; Taylor et al., 2016).

Para além deste sistema, a remocéao de desperdicios metabdlicos para o exterior também ocorre
por difusdo, através da superficie externa, via [limen intestinal. O principal produto de excregéo,

0s metabolitos azotados, séo libertados sob a forma de amoniaco (Goater et al., 2014).

O processo de excrecao inclui a remocéo dos produtos do metabolismo, a regulacdo da pressao
osmotica e iénica interna e a remogdo de substancias desnecessarias ou prejudiciais. Assim, o

sistema excretor desempenha também fun¢des de osmorregulacéo (Roberts & Janovi, 2009).

3.2.4 Sistemanervoso

Este trematode apresenta um sistema nervoso simples (Taylor et al., 2016), formado por um
cérebro primitivo anterior, a partir do qual se prolonga pelo menos um par de nervos longitudinais,
ligados em intervalos por comissuras laterais. O sistema nervoso periférico, altamente
organizado, encontra-se ligado ao tegumento, as camadas musculares, intestino e sistema
reprodutor. Os neurotransmissores sao aqueles que comumente estdo associados aos animais
vertebrados, como por exemplo a acetilcolina, noradrenalina, dopamina e serotonina (Goater et
al., 2014). Mousley et al., 2005 (citado por Goater et al., 2014) descreve a variedade de
neuropéptidos existentes nos Platyhelminthes e o seu papel como alvos para atuacao dos

antiparasitarios.

Apesar da dificuldade em compreender o funcionamento da fisiologia sensorial deste organismo,
devido as suas pequenas dimensdes, acredita-se que as fun¢des dos 6rgdos sensoriais externos

incluem a mecanorrecec¢ao, quimiorrececdo e osmorrececao (Goater et al., 2014).



3.2.5 Sistemareprodutor

F. hepatica, sendo um parasita hermafrodita, possui tanto 6rgéos reprodutores masculinos como
femininos (Hendrix & Robinson, 2012). A reproducao da-se por fertilizacdo cruzada, no entanto

também pode ocorrer autofecundacédo (Bowman, 2014).

No sistema reprodutor masculino estéo presentes dois testiculos ramificados que ocupam a parte
média do corpo. Os espermatozoides produzidos abandonam os testiculos pelos vasos
deferentes, que se fundem para formar a vesicula seminal localizada no interior da bolsa do cirro
(Goater et al., 2014; Taylor et al., 2016). Da vesicula seminal, os espermatozoides passam para
o0 ducto ejaculatério que se encontra rodeado por células da glandula prostatica e que comunica
com o cirro (6rgéo copulador). Este ultimo, abre-se para o exterior através do poro genital comum,
anterior a ventosa ventral (Fairweather et al., 1999). Durante a cOpula, o cirro entra no gonoporo
e o esperma ¢é libertado para o trato reprodutor feminino ficando armazenado no recetaculo

seminal (Goater et al., 2014).

No sistema reprodutivo feminino existe apenas um ovario, muito ramificado, localizado
anteriormente aos testiculos e que ocupa o lado direito do corpo (Roberts & Janovi, 2009). Os
6vulos, produzidos pelo ovario, seguem pelo oviduto e séo fertilizados aquando da sua passagem
pelo recetaculo seminal. O zigoto diploide entdo formado é transportado para o o6tipo. Aqui
desemboca também o ducto vitelino que recebe os produtos formados pelas glandulas
vitelogéneas, dispersas ao longo das margens laterais do corpo, que produzem o vitelum e
elementos que participam na formacéo da casca de ovo (Gonzélez, 2001; Taylor et al., 2016). O
00tipo esta rodeado pelas glandulas de Mehli’s que libertam enzimas que endurecem a casca
do ovo a medida que este passa do oétipo para o Utero (Goater et al., 2014). Os ovos
armazenados no Utero sdo eliminados através do poro genital comum para 0 meio ambiente

juntamento com as fezes do hospedeiro (Hendrix & Robinson, 2012).

3.3 Ciclo biologico

F. hepatica apresenta um ciclo de vida heteroxeno (Figura 3), que envolve dois hospedeiros, um
hospedeiro definitivo mamifero e um gastropode aquatico da familia Lymnaeidae como
hospedeiro intermediario (Andrews, 1999; Loker & Hofkin, 2015).

As formas adultas parasitam os canais biliares dos animais infetados e expulsam os ovos néo
embrionados juntamente com as fezes. Uma vez no ambiente, e em contacto com a agua, os
ovos embrionam e liberta-se o miracidio ciliado moével que procura um hospedeiro intermediario
disponivel para invadir. Este processo, a temperatura 6tima de 22-26 °C, demora

aproximadamente nove dias, podendo acelerar ou abrandar dependendo da temperatura ser



mais elevada ou mais baixa. No interior da cavidade corporal do caracol, ocorre a reproducéo
assexuada do parasita que passa pelas varias fases de desenvolvimento larvar, num processo
de poliembrionia: esporocisto, rédias e cercarias. As cercarias abandonam o caracol e
movimentam-se de forma livre na agua até enquistarem na vegetacao aquatica sob a forma de
metacercéria (forma infetante). A evolu¢do desde do miracidio até a metacercéaria dura cercade
seis a sete semanas (Urquhart et al., 1996; Mitchell, 2007; Taylor et al., 2016; Constable et al.,
2017).

O hospedeiro definitivo infeta-se ao alimentar-se do pasto contaminado com metacercarias.
Estas, depois de ingeridas, desenquistam no duodeno, penetram a parede intestinal e migram
pela cavidade peritoneal até atingir o figado e os canais biliares onde alcangam a maturidade
sexual (Rojo-Vazquez et al., 2012; Beesley et al., 2018).

e Metacercaria na vegetacgéo é
ingerida pelo hospedeiro
definitivo

Cercaria nada e
enquista na vegetagao

Esporocisto Rédia Cercéaria
é‘ —_— —

Desenvolwmento no caracol

Forma imatura desenquista
no duodeno, penetra o
intestino e migra para o
figado até aos ductos
biliares, onde atinge a

Miracideo  penetra no
hospedeiro intermediario

forma adulta
\ A , ;" “1‘
@ Miracideo eclode e _
procura o hospedeiro =B
intermediario e o Ovo ndo embrionado
QOvo embrlona na agua libertado nas fezes
Figura 3: Ciclo de vida Fasciola hepatica.
3.3.1 Ovo

Os ovos de F. hepatica tém forma oval (Figura 4), apresentam um opérculo num dos polos e
medem entre 130 a 150 pm de comprimento e 60 a 90 pum de largura (Hendrix & Robinson, 2012).
A casca € grossa e lisa e, gracas a bilis, apresenta uma pigmentacdo amarelo-acastanhada

caracteristica (Gonzalez, 2001; Hendrix & Robinson, 2012).

Segundo Vazquez & Pérez, (2001) o parasita adulto elimina entre dois e cinco mil ovos por dia,
no entanto Loker & Hofkin, (2015) referem que a producao de ovos pode superar os 20 mil ovos

diarios. Este numero esta dependente de fatores relacionados com o hospedeiro (espécie do



hospedeiro, a duracdo da infecéo, situacdes de reinfecdes, intensidade parasitaria e variabilidade
individual) e com o préprio trematode. A expulsdo dos ovos para 0 meio ambiente ndo € um
processo constante, e apesar de ocorrer durante todo o ano, observa-se alguma sazonalidade

com um aumento durante a primavera e o outono (Vazquez & Pérez, 2001).

No momento da postura, os ovos ndo embrionados contém no seu interior um évulo fecundado
e um conjunto de células vitelinas envoltas por uma capsula operculada (Bowman, 2014; Mas-
Coma et al., 2019). O processo de desenvolvimento embrionario depende da existéncia de
fatores termo-higrométricos adequados (Vazquez & Pérez, 2001). Os limites térmicos para o
desenvolvimento do ovo situam-se entre os 10 °C e os 30 °C, sendo que a temperatura de 10°C
este processo dura cerca de 23 semanas, e a temperatura de 30 °C fica completo em 8 dias.
Acima de 30 °C o desenvolvimento abranda, parando por completo aos 37 °C (Roberts & Janovi,
2009). A tolerancia a baixas temperaturas € reduzida, ocorrendo a morte dos ovos a temperaturas
de -5°'C e -15°C em 17 dias e 24 horas, respetivamente. O valor de pH ideal é de 7, contudo tolera
variacdes entre 4,2 a 9,0. A existéncia de 4gua e de um ambiente aerdbico é essencial, para tal
€ necessario 0 ovo separar-se da massa fecal e ficar coberto por uma pelicula de agua (Andrews,
1999; Vazquez & Pérez, 2001).

pela seta preta (Adaptado de Bowman, 2014).

3.3.2 Miracidio

A eclosdo do miracidio (Figura 5A) é estimulada pela acdo da luz azul-violeta (450-550 nm).
Quando exposto a este estimulo luminoso, o miracidio liberta enzimas proteoliticas que atuam
sobre a unido do opérculo com a casca do ovo, convertendo ao mesmo tempo o gel que se
encontra dentro do ovo numa solucdo coloidal, aumentado assim o volume no seu interior. Este
aumento da pressdo provoca a quebra do opérculo ja fragilizado pela acdo das enzimas,
permitindo a saida do miracidio para o exterior (Goater et al., 2014). Ap6s a ecloséo, o miracidio
tem aproximadamente 20 a 30 horas para encontrar um gastropode aquatico antes que as

reservas de glicogénio se esgotem (Mehlhorn, 2016b). Neste processo de busca, estdo



implicados estimulos quimiotaticos que envolvem a temperatura, o pH, concentracao de oxigénio,

composicgao idnica, salinidade e turbidez da agua (Rojo-Véazquez et al., 2012).

O miracidio tem aspeto piriforme (Roberts & Janovi, 2009), atinge o comprimento de 130 um e é
constituido por um sistema nervoso, um sistema excretor rudimentar e um conjunto de células
germinativas (Mehlhorn, 2016b). O seu corpo encontra-se revestido por cilios, que Ihe conferem
mobilidade no meio aquatico (Hendrix & Robinson, 2012).

No extremo anterior possui uma papila cénica que utiliza para aderir por succdo ao caracol e
penetrar nos seus tecidos, auxiliado pela agdo de enzimas citoliticas (Taylor et al., 2016). No
processo de penetracdo, que dura cerca de 30 minutos, o miracidio perde os seus cilios e migra
para a gbnada ou glandula digestiva onde se transforma em esporocisto (Urquhart et al., 1996;
Bowman, 2014).

3.3.3 Esporocisto

O esporocisto, localizado no hepatopancreas do gastropode (Mitchell, 2007), constitui o primeiro
estadio larvar de F. hepatica no interior do hospedeiro intermediario. Consiste numa bolsa, com
cerca de 0,5 mm, que contém células germinativas indiferenciadas que dardo origem a rédias
(Mehlhorn, 2016b; Taylor et al., 2016). Nao possui boca nem sistema digestivo, alimentando-se
através da absorgdo de nutrientes dos tecidos do molusco, com o qual estd em intimo contacto
(Roberts & Janovi, 2009).

3.3.4 Rédia

As rédias de primeira geracdo desenvolvem-se em 15 dias apés a formag&o do esporocisto
(Vazquez & Pérez, 2001) e crescem até romperem a parede do esporocisto sendo libertadas
para os tecidos do caracol (Bowman, 2014).

Apresentam uma forma cilindrica (Andrews, 1999), com dimens8es que variam entre 1,5 e 2 mm,
e possuem uma ventosa oral, uma faringe e um intestino ndo ramificado (Mehlhorn, 2016b).
Alimentam-se dos tecidos da glandula digestiva do molusco (Vazquez & Pérez, 2001). O seu
corpo contém um elevado namero de células germinativas que daréo origem ao Ultimo estadio
larvar, as denominadas cercarias. Na presenca de condicbes ambientais desfavoraveis para o
caracol, sdo frequentemente geradas rédias de segunda, terceira e até quarta geragdo
(Rondelaud et al., 2009).

As migracdes larvares podem provocar les@es graves no hospedeiro intermediario e até a morte
em situacdes de infe¢cdes muito intensas (Andrews, 1999).
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3.3.5 Cercéria

A cercéria (Figura 5B), formada por um corpo discoide e uma cauda longa, assemelha-se a um
girino. O seu corpo mede 250 a 350 ym de comprimento e a cauda aproximadamente o dobro
(Andrews, 1999). Esta forma evolutiva corresponde a uma forma juvenil de F. hepatica, que
apresenta alguns 6rgdos caracteristicos do parasita adulto, nomeadamente a ventosa oral e
ventral, boca, faringe, intestino bifurcado, canais excretores com células de flama e 6rgéos

reprodutores primitivos (Roberts & Janovi, 2009; Bowman, 2014).

As cercarias maduras abandonam as rédias pelo poro de nascimento e deslocam-se para 0s
tecidos do hospedeiro intermediario de onde emergem para a agua circundante (Bowman, 2014).
No meio aquético, nadam durante um curto periodo de tempo (aproximadamente uma hora), até
encontrarem vegetagdo proxima do nivel da agua para se fixarem. Uma vez fixadas, perdem a
cauda e comegam a segregar mucoproteinas que irdo formar um invélucro protetor em seu redor,
enquistando-se e adotando uma forma resistente e infetante designada por metacercaria
(Urquhart et al., 1996; Hendrix & Robinson, 2012; Mehlhorn, 2016a). As cercarias podem
enquistar livremente na agua se ndo encontrarem plantas, ou outros substratos (rochas, paus)

aos quais se fixar (Roberts & Janovi, 2009).

O numero de cercarias libertadas por cada gastrépode é muito variavel e ndo depende do nimero
de miracidios que o infetou, podendo cada caracol libertar entre 10 e 4000 cercarias (Vazquez &

Pérez, 2001), gracas a um processo designado por poliembrionia (Loker & Hofkin, 2015).

3.3.6 Metacercaria

A metacercéria (Figura 5C) torna-se infetante 24 horas ap6és a sua formacédo (Mas-Coma et al.,
2019). Tem um didametro compreendido entre os 200 e os 300 um, e permanece enquistada no

ambiente até a sua ingestao pelo hospedeiro definitivo (Bowman, 2014; Mehlhorn, 2016b).

As metacercarias possuem uma estrutura complexa, apresentando quatro membranas (duas
internas e duas externas), que as protegem de influéncias ambientas desfavoraveis como ofrio,
calor, seca, bactérias e fungos, possibilitando a sua sobrevivéncia no exterior por longos periodos
de tempo (até 12 meses) (Andrews, 1999; Vazquez & Pérez, 2001; Goater et al., 2014). As
metacercérias sao pouco resistentes a dessecacdo e a temperaturas superiores a 25 °C,
suportando melhor temperaturas baixas, o que lhes permite resistirem ao inverno (Andrews,
1999; Vazquez & Pérez, 2001).

Este estadio larvar € um elemento importante no ciclo de vida dos trematodes, ja que constitui
um mecanismo de dispersdo adicional do parasita e permite a sua sobrevivéncia durante

periodos em que os hospedeiros do ciclo de vida estdo ausentes (Goater et al., 2014).
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Sao necessarias seis a sete semanas para que o desenvolvimento de miracidio ametacercaria

se complete, prolongando-se este tempo por varios meses na inexisténcia de condi¢bes

favoraveis (Urquhart et al., 1996).

3.3.7 Da metacercaria a forma adulta

O desenquistamento das metacercarias, ap0s a sua ingestdo pelo hospedeiro definitivo,
acontece em duas fases: uma fase de ativagdo seguida por uma fase de emergéncia (Gonzélez,
2001). A primeira, tem inicio no rimen, induzida pelas elevadas concentracdes de didxido de
carbono, ambiente redutor e temperaturas de aproximadamente 39 °C (Dixon, 1966; Andrews,
1999;). As protéases presentes no rimen digerem a parede quistica externa (Cwiklinski et al.,
2018). A segunda, ocorre no intestino delgado, logo abaixo do canal colédoco e é iniciada por
uma substéncia quimica presente na bilis, o acido glicocdlico, que induz fortes espasmos no
parasita, possibilitando a sua libertacdo da parede interna do quisto (Dixon, 1966; Sukhdeo &
Mettrick, 1986; Forbes, 2017). A existéncia de um ambiente intestinal com baixo potencial de
oxidacao reducdo, temperaturas de 39 °C, tensado de diéxido de carbono e pH neutro sdo também
fatores importantes para o desenquistamento da F. hepatica juvenil (Roberts & Janovi, 2009;
Cwiklinski et al., 2018).

Os movimentos musculares da forma jovem desencadeados pela estimulacdo da bilis,
juntamente com a secrecao de enzimas liticas, permitem que a larva penetre a parede intestinal
e entre assim na cavidade peritoneal. Com a ajuda da ventosa oral e ventral, adere ao endotélio
e movimenta-se ao longo deste até atingir o figado (Loker & Hofkin, 2015; Gonzéalez-Miguel et
al., 2021). Em hospedeiros definitivos menos especificos e como consequéncia de uma elevada
carga parasitaria, podem ocorrer migracdes erraticas, em que a forma parasitaria jovem
atravessa o peritoneu visceral e é transportada pela corrente sanguinea até aos pulmdes, Gtero,

ganglios linfaticos e pele (Vazquez & Pérez, 2001).

Sao necessérias cerca de duas horas desde a ingestdo da metacercaria até a entrada da forma
imatura na cavidade peritoneal, e cerca de seis dias para que esta chegue ao figado, onde inicia

0 seu processo de histofagia e liberta enzimas proteoliticas que degradam a matriz extracelular
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do figado (Mas-Coma et al., 2019; Lalor et al., 2021). Apos seis a sete semanas de permanéncia
no parénquima hepéatico, o trematode jovem entra nos dutos biliares menores, onde amadurece
durante quatro semanas, migrando posteriormente para o dutos biliares maiores e
ocasionalmente para a vesicula biliar (Mitchell, 2007). O periodo pré patente é de 10 a 12
semanas e o0 tempo minimo para que o ciclo de vida se complete é de 17 a 19 semanas (Taylor
et al., 2016). Nos ovinos ndo tratados, o parasita apresenta uma larga longevidade, podendo
atingir os 11 anos (Roberts & Janovi, 2009; Mas-Coma et al., 2019).

Apesar de ser um processo de suma importancia na fisiopatologia da fasciolose, os mecanismos
que regem a migracdo de F. hepatica ndo séo ainda totalmente conhecidos (Moazeni & Ahmadi,
2016; Gonzélez-Miguel et al., 2021).

3.4 Hospedeiro definitivo

A espécie F. hepatica parasita uma larga variedade de hospedeiros definitivos incluindo o homem
(Beesley et al., 2018).

Os ruminantes domésticos (ovinos, caprinos e bovinos) constituem os hospedeiros preferenciais
(Mas-Coma et al., 2005) contudo, os suinos, equinos e camelideos sdo também espécies alvo
deste parasita (Forbes, 2017). Para além dos animais domésticos, F. hepatica tem também a
capacidade de infetar animais silvaticos como a lebre, o coelho, os cervideos ou o javali (Vazquez
& Pérez, 2001), tendo até ja sido reportados casos em roedores (Ménard et al., 2000) e em aves
(Vaughan et al., 1997). Os animais silvaticos, em muitos casos, atuam como reservatérios da

doenca (Rojo-Vazquez et al., 2012; Caminade et al., 2015).

A recetividade dos hospedeiros definitivos & infe¢cdo por F. hepatica é varidvel, podendo estes
ser agrupados em trés grupos em funcdo da sua suscetibilidade: os de alto, médio e baixo nivel
de resisténcia. O primeiro grupo engloba os animais que combatem rapidamente a infecéo,
eliminando as formas jovens durante a migracdo hepatica e as formas adultas que se
estabelecem acabam por encapsular, como é o caso do cdo, do gato, do porco e do javali. O
segundo grupo, inclui os bovinos, equideos e o0 homem, que reagem tardiamente a infecéao,
guando o parasita ja esta instalado no figado. Estes animais desenvolvem alguma resisténcia a
reinfecdo gracas a uma extensa fibrose hepética que dificulta a alimentacdo do parasita. No
terceiro grupo, temos as espécies mais recetivas, observando-se elevada produtividade
parasitaria e patogenicidade, como é o caso dos ovinos, caprinos e lagomorfos. Estes, por sua
vez, ndo desenvolvem resisténcia a reinfecéo ja que, apesar de haver uma reacao tecidular, ndo
existe producéo de tecido fibroso, nem reacéo celular suficiente para imobilizar ou destruir o

parasita (Gomes, 2012).
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Apesar dos anticorpos circulantes anti-F. hepatica serem facilmente detetaveis em ovinos (Taylor
et al., 2016), ndo existe evidéncia de imunidade adquirida contra F. hepatica, podendo ocorrer
situacdes em que uma fasciolose aguda se sobrepde a uma infecdo crénica pré-existente
(Forbes, 2017).

De acordo com Vazquez & Pérez (2001), a prevaléncia da infecdo na espécie ovina € superior a
qualquer outra espécie de hospedeiro definitivo, justificada pelos seus habitos alimentares, uma
vez que se alimentam de por¢des mais baixas da vegetag&o onde existe maior concentragéo de

metacercarias.

3.5 Hospedeiros intermediarios

Os hospedeiros intermediarios envolvidos na transmissdo de F. hepatica sdo gastropodes de
agua doce da familia Lymnaeidae, com especial relevancia para as espécies pertencentes ao
género Galba/Fossaria (Mas-Coma et al., 2019).

A distribuicdo geografica dos trematodes varia em funcéo da distribuicdo geografica dos seus
hospedeiros intermediarios. Assim, também no caso de F. hepatica a gama de possiveis
hospedeiros intermediarios varia dependendo das espécies de gastrépodes prevalentes nas
diferentes regides do mundo (Tabela 1) (Graczyk & Fried, 1999).

Galba truncatula (anteriormente conhecida como Lymnaea truncatula) é o principal vetor na
Europa, encontrando-se também presente em Africa, Asia e América do Sul (Mas-Coma et al.,
2019).

Em Portugal, ainda que nas areas de fasciolose varias espécies de Lymnaea (Lymnaea peregra,
Lymnaea palustris, Lymnaea stagnalis, Lymnaea auricularia) possam coexistir, além de
G. truncatula e Physa acuta, ha estudos que demonstraram que apenas G. truncatula é suscetivel

e é a Unica que se encontra parasitada na natureza (Conceicéo, 2001 referido por Gomes, 2012).

A nomenclatura dos géneros na sistemética da familia Lymnaeidae € controversa e sofreu
diversas alteracfes ao longo dos tempos, ndo existindo ainda consenso cientifico na definicéo
dos seus critérios de classificacdo (Bargues et al., 2003; Vinarski et al., 2019). A maioria dos
nomes ndo sdo fixos e sao baseados mais em semelhangas fenotipicas do que em
caracteristicas evolutivas e filogenéticas. A uniformidade morfolégica e anatdmica interespecifica
das espécies pertencentes a esta familia torna dificil e muitas vezes impossivel a sua
classificagdo. A correta identificacdo das espécies € uma ferramenta importante na
caracterizacdo das areas de risco epidemiolégico e na compreensdo das interacdes entre o

parasita e 0s gastrépodes assim como da sua evolucéo (Correa et al., 2010).
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Tabela 1: Espécies de hospedeiros intermediarios de F. hepatica pertencentes a familia
Lymnaeidae e respetiva distribuicdo no mundo (Adaptado de Bargues & Mas-Coma, 1997;
Bargues et al., 1997; Bargues et al., 2001; Bargues, 2005).

Hospedeiros Intermediarios principais ou obrigatérios

Espécie Distribuicdo no globo

Galba truncatula Europa

Galba truncatula, Pseudosuccinea columella Africa

Galba truncatula, Austropeplea ollula Asia

Fossaria humilis, Fossaria bulimoides, América do Norte

Fossaria cubensis

Galba truncatula, Fossaria viatrix, Lymnaea América do Sul

diaphana, Fossaria cubensis

Fossaria cubensis, Pseudosuccine columella América Central

Lymnaea tomentosa Austrélia

Lymnaea tomentosa, Pseudosuccine Nova Zelandia

columella, Galba truncatula

Austropeple ollula Havai, Papua Nova Guiné, Filipinas, Japao

Hospedeiros intermediéarios alternativos ou facultativos

Espécie Distribuicéo no globo

Omphiscola glabra, Lymnaea (Stagnicola) Europa

palustris, Catascopia oculta,

Pseudosuccine columella América do Norte e América do Sul

Pseudosuccine columella, Austropeple ollula Australia

Radix gedrosiana Irdo

3.5.1 Ecologia

G. truncatula (Figura 6) é a espécie mais difundida globalmente e com maior relevancia na
transmissdo de F. hepatica. Trata-se de um caracol de pequena dimensédo, cuja forma adulta
mede aproximadamente 1,0 cm largura. A sua concha, dextrogira, assemelha-se a uma torre
enrolada numa série de espirais e apresenta geralmente uma cor castanha escura (Taylor et al.,
2016).

Este molusco anfibio vive em habitats semiaquaticos, com aguas paradas ou com pouco
movimento, lamas humidas e solos ligeiramente acidos. Possui a capacidade de resistir a seca
e a baixas temperaturas, enterrando-se na lama por longos periodos de tempo, por mecanismos

de estivacao e hibernacao, respetivamente. A temperatura 6tima de crescimento situa-se entre
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0s 15 °C e os 22 °C, cessando a temperaturas abaixo dos 5 °C. (Taylor et al., 2016; Beesley et
al., 2017; Howell & Williams, 2020).

Do ponto de vista ecoldgico, os seus habitats podem dividir-se em dois grupos: focos primarios
e areas de extensdo (Carrada-Bravo, 2003). Os focos primarios correspondem a dareas
constantemente himidas, como é o caso das margens de rios ou lagoas e dos cursos de agua
de baixo caudal, onde os moluscos se reproduzem continuadamente. Nestes locais a populacéo
de caracdis mantem-se constante e em quantidade relativamente reduzida (Carrada-Bravo,
2003; Taylor et al., 2016). As inundac¢des ou chuvas intensas, originam areas de extensao a partir
dos focos primarios, que provocam grandes concentragdes de moluscos, que sdo transportados

pelas enchentes ou reativados apds periodos de estivagao devido a seca (Carrada-Bravo, 2003).

Para além destas situacdes, existem também os habitats temporarios, formados por qualquer
tipo de depressdo (sulco, marca de casco ou roda) com capacidade de reter agua em
guantidades adequadas para o estabelecimento do ciclo durante os periodos de chuvas e que
originam focos de infecdo. Assim, os habitats temporarios ou de extensdo possuem especial
relevancia nas areas de pastagem por constituirem zonas enzoéticas onde ocorrem surtos

graves de fasciolose (Carrada-Bravo, 2003; Bowman, 2014).

As caracteristicas do solo podem variar drasticamente mesmo a curtas distancias, favorecendo
a concentracdo de moluscos e metacercérias em determinadas areas, enquanto o resto da

pastagem continua segura (Bowman, 2014).
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Figura 6: Exemplar
(Mrkvicha, 2009).
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3.6 Distribuicao geografica

A espécie F. hepatica tem uma ampla distribuicdo geogréfica, estando presente em areas focais
em mais de 70 paises, em todos os continentes, exceto na Antartica (CDC, 2019). Apesar de

amplamente difundida no continente Europeu e em muitas outras partes do mundo, a sua
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distribuicdo espacial é desigual e apresenta grandes variacdes regionais em termos de
prevaléncia (Beesley et al., 2018).

Este trematode, originario do continente europeu e possuidor de uma enorme capacidade de
adaptacdo, colonizou novas dareas geogréaficas e climas, apresentando atualmente uma
distribuicdo global, com especial predomindncia nos climas temperados e subtropicais,
nomeadamente na Europa, América do Norte, Central e do Sul, Asia Central e do Norte, Oceania,
Norte, Leste e Sul de Africa, e também grandes ilhas, incluindo Nova Zelandia, Tasmania, Reino
Unido, Islandia, Chipre, Cérsega, Sardenha, Sicilia, Japao, Papua Nova Guiné, Filipinas e varias
ilhas das Caraibas (Figura 7) (Andrews, 1999; Mas-Coma et al., 2009a; Rojo-Vazquez et al.,
2012).

O sucesso da sua expansao para outras partes do globo esta relacionado com a disseminacao
geogréfica do hospedeiro intermediario europeu G. truncatula, a propaga¢do da espécie
secundaria americana Pseudosuccinea columella, e a adaptacdo do parasita a outras espécies
de Lymnaeidae autoctones das &reas recém-colonizadas. Para além destes fatores, a
exportacdo e movimentacéo de gado e outros animais para 0s cinco continentes e a capacidade
do parasita de se adaptar a novas espécies passando a infetar uma maior variedade de
hospedeiros, foram também fatores importantes na sua disseminacdo (Mas-Coma et al., 2005;
Mas-Coma et al., 2009a)

A vasta distribuicdo de F. hepatica, que vai desde zonas localizadas abaixo do nivel do mar,
como na area do Mar Céspio, até regides de altitudes muito elevadas, como por exemplo o Paso
del Condor na Venezuela com 4200 metros de altitude, espelham a sua capacidade de adaptacéo
a ambientes, habitats e climas muito diversos e extremos. Atualmente, a fasciolose € a doenca
transmitida por vetores com maior distribuicdo latitudinal, longitudinal e altitudinal de que ha

conhecimento (Mas-Coma et al., 2019).

. Distribuicao de Fasciola hepatica

Figura 7: Distribuicdo de Fasciola hepatica no mundo (Adaptado de Santos,
2012).
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3.7 Epidemiologia

O desenvolvimento de F. hepatica, assim como dos ovos, das formas larvares e do seu
hospedeiro intermediario dependem em grande medida das condi¢cbes geoclimaticas, ecoldgicas
como a altitude, precipitagdo, temperatura, evapotranspiracdo, humidade, vegetacéo e tipo de
solo (Beesley et al., 2018) e antropogénicas, sobretudo o grau de conhecimento por parte dos
agricultores sobre o controlo da doenca e os fatores relacionadas com a gestdo das exploracdes
e o0 modo de exploracdo pecuario, nomeadamente as praticas de gestdo das pastagens e de

maneio dos rebanhos (Bennema et al., 2011; Mehmood et al., 2017).

As condi¢Bes de humidade ideais sdo alcan¢gadas quando a chuva excede a evapotranspiracéo
e a saturacdo do meio ambiente é atingida. Estas condi¢cdes favorecem a reproducéo do
hospedeiro intermediario, a incubacao dos ovos, a procura de caracois por parte dos miracidios
e a dispersao das cercérias apds a sua eliminacdo (Urquhart et al., 1996; Mitchell, 2007). A
incidéncia do parasita esta intrinsecamente ligada a elevada pluviosidade e é particularmente

prevalente nos anos em que as chuvas nos meses de verdo sédo mais abundantes (Taylor, 2012).

Por outro lado, em algumas zonas quentes e secas, observam-se valores de prevaléncia
relativamente elevados da doenca provocados pela aglomeracdo de animais ao longo das
margens de riachos, lagoas e pontos de abeberamento. Nestes locais, onde ocorrem condi¢des
favoraveis ao desenvolvimento do hospedeiro intermediario, o intenso pastoreio por animais
infetados aumenta a probabilidade dos caracéis se infetarem. A vegetacdo nestas zonas é
suscetivel de estar fortemente contaminada por metacercarias, surgindo assim um importante
foco de infecé@o (Urquhart et al., 1996; Torgerson & Claxton, 1999; Carrada- Bravo, 2003).

A reproducéo dos moluscos e o desenvolvimento de F. hepatica no seu interior requer uma
temperatura média diurna/noturna de 10 °C ou superior, cessando toda a atividade a 5 °C. Este
intervalo de temperaturas é também favoravel ao desenvolvimento e eclosdo dos ovos de
F. hepatica. No entanto, quando as temperaturas sobem para 15 °C ocorre uma multiplicagdo
consideravel do hospedeiro intermediario e das formas larvares do trematode (Taylor et al.,
2016).

Tanto os ovos de F. hepatica como as metacercarias resistem durante o inverno, contudo, estas
Ultimas, apresentam baixa resisténcia a seca e a temperaturas elevadas, podendo, no entanto,
sobreviver varios meses no feno. A ingestdo de feno cultivado em prados infestados, pode
originar casos de fasciolose longe do local de origem de um surto (Urquhart et al., 1996; Carrada-
Bravo, 2003).

Nos paises da Europa Ocidental, as condi¢des climaticas 6timas ao desenvolvimento do parasita

vao de maio a outubro. Em Portugal, estas condigbes acontecem praticamente durante todo o
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ano, excetuando os meses mais quentes e secos do verao (Caminade et al., 2015). Nas regides
secas, as altas temperaturas sentidas no verdo garantem um baixo risco de infecdo. O inicio das
chuvas outonais, acompanhadas de temperaturas amenas, oferece as condicdes ideias para o

aumento do risco de transmissao (Rojo-Vazquez et al., 2012).

Nas zonas temperadas do hemisfério norte, a concentracdo maxima de metacercérias na
pastagem acontece no final do verdo e outono (agosto a outubro), devido a infecéo dos caracéis
no verdo, e as manifestacdes clinicas aparecem, normalmente, no fim do outono e durante o
inverno. Assim, o outono corresponde ao periodo de maximo risco de infecdo para os
hospedeiros definitivos para além de que também coincide com o0 momento de esgotamento dos
pastos e o aproveitamento das zonas de regadio, onde ha maior densidade de metacercarias
(Vazquez & Pérez, 2001). As infe¢cdes dos gastropodes no verdo surgem de miracidios que
eclodiram de ovos eliminados na primavera e inicio do verdo, ou de ovos que sobreviveram ao

inverno (Urquhart et al., 1996).

A infecdo dos caracéis também pode ocorrer durante o inverno, no entanto apresenta menor
relevancia que a infecdo de verdo. Neste caso, as metacercarias aparecem na pastagem na
primavera (maio a junho) e os animais séo infetados mais cedo. Estas resultam de caracéis que
foram infetados no outono anterior e cujo desenvolvimento larval foi interrompido durante o
periodo de hibernacéo de inverno do hospedeiro (Urquhart et al., 1996; Taylor et al., 2016). Em
invernos amenos, a resisténcia das metacercarias a condicdes ambientais desfavoraveis

contribui para a contaminacgao do pasto na primavera (Rojo-Véazquez et al., 2012).

Importa lembrar outros fatores que contribuem para a dindmica epidemiolégica de F. hepatica,
como a ocorréncia de animais cronicamente infetados que levam a contaminacdo continua dos
pastos, situacfes de infecbes massivas em ovelhas cuja eliminagcdo de ovos por dia pode
ascender aos dois a cinco milh8es de ovos, o elevado potencial biético dos caracéis capazes de,
a partir de um Unico individuo, produzir 25 000 novos exemplares e a ocorréncia do fenémeno
de poliembrionia e ainda a ampla gama de hospedeiros suscetiveis e a existéncia de hospedeiros

reservatorios (Vazquez & Pérez, 2001).

3.7.1 Alteracgdes climéticas

A natureza do ciclo de vida de F. hepatica, fortemente dependente das condi¢bes ambientais e
dos fatores climaticos, torna este parasita muito vulneravel as altera¢des do clima, que tém um
particular impacto nos estadios de vida livre e nos hospedeiros intermediarios (Kenyon et al.,
2009; Mas-Coma et al., 2009).

Os climas temperados, como o Europeu, tém registado um aumento das temperaturas, com

invernos mais quentes, curtos e humidos, conducentes a alteracbes nos padrdes
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epidemiolégicos da doenca e aumento da prevaléncia, como é o caso do Reino Unido (Fox et
al., 2011; Rojo-Vazquez et al., 2012).

Alguns estudos sugerem que, até ao final do século, podera haver um aumento adicional de 4°C,
tendo-se ja observado um aumento de 1 °C entre 1961 e 2004. O aumento da temperatura tem
por consequéncia um prolongamento da época de crescimento das pastagens e uma redugao
do numero de dias de geada. A existéncia de invernos mais amenos permite a presenga de
metacercarias durante todo o inverno e a sobrevivéncia dos gastropodes responsaveis pela
libertacdo e contaminacdo dos pastos com cercarias na primavera. Deste modo, os animais

encontram-se expostos a infe¢éo por periodos de tempo mais longos (Rojo-Vazquez et al., 2012).

O modelo de simulagdo climética criada por Caminade et al., (2015) para o espaco temporal
entre 2020 e 2080, revelou um aumento significativo da propagacéo da fasciolose para o centro
e noroeste da Europa, com uma distribuicdo a norte em expansdo. O mesmo estudo mostra
ainda que as mudancgas climaticas terdo um forte impacto na sazonalidade da doenca, prevendo-
se que o risco diminua durante os meses mais quentes do verdo, devido a seca, e aumente

durante os meses amenos do inicio da primavera e do outono.

3.8 Fasciolose em Portugal

Em Portugal, o parasita pode ser encontrado em praticamente todo o territério nacional, gracas
ao clima temperado que favorece o0 seu crescimento e propagacdo, assim como do seu
hospedeiro intermediario. F. hepatica mostra particular preferéncia pelas zonas inundaveis e
circundantes dos grandes rios, como o Tejo, Minho, Douro, Vouga, entre outros. Também esta
presente em determinados microclimas no Alentejo, Beira Alta e Beira Baixa e Algarve (Gracio,
1985; Rombert et al., 1991).

Até ao momento, ainda néo foi efetuado nenhum estudo que abrangesse todo o pais, tendo sido
alvo de pesquisa apenas algumas regides. Os varios estudos, maioritariamente fundamentados
em dados de matadouro, confirmaram a presencga de fasciolose na zona norte (Leitdo, 1965,
referido por Levy et al., 2013; Arias et al., 2011), centro e sul de Portugal (Grécio et al., 2011).
Para além do continente, também nas ilhas, nomeadamente na regido Autbnoma da Madeira e
na llha de S&o Miguel nos Acores, ha registo da existéncia de fasciolose animal (Fernandes &
Torres, 1988; Barbosa et al., 2019).

A presenca de F. hepatica foi também detetada em exames coproldgicos e necrépsias efetuadas

a animais silvaticos (javalis e gamo) da Tapada Nacional de Mafra (Sousa, 2001; Santos, 2013).
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Especificamente em ovinos, um estudo coproldgico na raca autdctone Churra Galega Mirandesa
realizado por Ruano et al., (2019) revelou uma percentagem de animais infetados de 1,8% (num

total de 512 animais) na zona noroeste de Portugal (distrito de Braganca).

3.9 Patogenia e sinais clinicos

A patogenia da infe¢cdo por F. hepatica envolve essencialmente duas fases, a primeira decorre
no figado durante as migracfes pelo parénquima hepatico, resultando em danos no figado e
hemorragias. Nesta fase, as migracbes podem veicular outros agentes infeciosos, provocar
obstrugdo do fluxo biliar e facilitar a multiplicacdo de agentes infeciosos, como é o caso da
bactéria Clostridium novyi tipo B. A segunda, ocorre quando o parasita ja se estabeleceu nos
ductos biliares, estando associada a sua atividade hematéfaga e as lesGes provocadas pelo
tegumento espinhoso na mucosa biliar (Vazquez & Pérez, 2001; Mehlhorn, 2016b; Taylor et al.,
2016).

A migracdo das formas juvenis, do intestino para a cavidade peritoneal, podem ocasionar
peritonites e produzir Ulceras nas localizag8es ectdpicas (Roberts & Janovi, 2009).

As manifestagfes clinicas e patoldgicas da fasciolose estdo relacionadas com a espécie de
hospedeiro, o numero de metacercarias ingeridas e a sua capacidade infetante, a fase de
desenvolvimento parasitério, a duracdo da infe¢do, o estado nutricional e as necessidades

metabdlicas do animal (Vazquez & Pérez, 2001; Rojo-VAzquez et al., 2012; Bowman, 2014).

Os danos causados resultam dos efeitos quimicos e mecéanicos gerados pelo parasita e das
respostas inflamatérias e imunolédgicas induzidas no hospedeiro definitivo. Os efeitos mecanicos
advém das migra¢gBes das formas juvenis no figado, juntamente com a acao irritante das
espiculas do tegumento. Os efeitos quimicos sd@o originados pela atividade das enzimas

proteoliticas secretadas, como é o caso das catepsinas (Rojo-Vazquez et al., 2012).

A fasciolose é geralmente classificada como aguda, subaguda e crénica (Mitchell, 2007). Esta
classificacdo baseia-se essencialmente nos achados de necropsia, no nimero de parasitas

encontrados no figado e no seu estadio de desenvolvimento (Vazquez & Pérez, 2001).

3.9.1 Forma aguda

A fasciolose aguda é menos comum que a faciolose crénica e € quase sempre observada em
ovinos (Mehlhorn, 2016a). Esta forma ocorre cinco a seis semanas apés a infecdo e manifesta-
se pela morte subita de animais, com boa condicdo corporal e frequentemente sem sinais clinicos

prévios (Constable et al., 2017). Surge por ingestao de um elevado nimero de metacercarias,
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geralmente superior a 4000 (Boray, 1967). Outros autores, no entanto, referem um valor inferior,

de 2000 ou mais metacercarias (Urquhart et al., 1996).

Ocorre maioritariamente durante o outono e inicio do inverno, no entanto pode acontecer a
qualquer altura do ano quando os animais se alimentam de pastagens altamente contaminadas
(Rojo-Vazquez et al., 2012; Bowman, 2014). A doenca aguda apenas pode ser confirmada pelo
exame post mortem, uma vez que nesta fase as formas parasitarias sdo ainda imaturas ndo

sendo por isso capazes de produzir e eliminar ovos (Mitchell, 2007; Rojo-Vazquez et al., 2012).

3.9.1.1 Fisiopatologia e sinais clinicos

A fasciolose aguda resulta essencialmente numa hepatite traumatica, frequentemente
acompanhada de hemorragias devido a rotura dos vasos sanguineos, provocadas pela passagem
dos estadios imaturos de F. hepatica pelo parénquima hepético (Mehlhorn, 2016b; Forbes, 2017).
No decorrer das migracdes hepéticas, os esporos de C. novyi tipo B, quando presentes, podem
ser ativados pelo ambiente anaerdbio, causando hepatite necroética infeciosa (black disease) e

complicar assim o quadro clinico da fasciolose aguda (Constable et al., 2017).

Os sinais clinicos, quando observaveis, incluem: fraqueza, anorexia, mucosas pdlidas ou
ictéricas, dor abdominal a palpacdo, hepatomegalia, ascite e dispneia (Mitchell, 2007; Kahl et al.,
2021).

3.9.1.2 Lesbes post mortem

No exame post mortem, verifica-se a presenca de um exsudado sanguinolento na cavidade
abdominal e aderéncias generalizadas entre o figado, parede abdominal, diafragma e intestino

delgado (Rojo-Vazquez et al., 2012; Bowman, 2014).

O figado encontra-se aumentado de tamanho, hemorragico e com o parénquima severamente
danificado devido as migracdes larvares (Figura 8A) (Mitchell, 2007). Possui um aspeto friavel,
com depdsitos de fibrina e exsudado fibrinoso cobrindo a superficie. Esta € irregular,

particularmente no lobo ventral (Urquhart et al., 1996; Fiss et al., 2013; Constable et al., 2017).

3.9.2 Forma subaguda

A doenga subaguda deve-se a ingestdo de um grande numero de metacercarias, durante um
periodo de tempo suficientemente longo, acabando por impossibilitar o surgimento de um

processo agudo (Vazquez & Pérez, 2001). Aparece geralmente no final do outono e no inverno,
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seis a dez semanas apds a ingestao de 500 a 1500 metacercarias (Urquhart et al., 1996; Rojo-
Vazquez et al., 2012).

A morte dos animais ocorre geralmente uma ou duas semanas ap6s 0 aparecimento dos

primeiros sinais clinicos (Mitchell, 2007).

3.9.2.1 Fisiopatologia e sinais clinicos

Na fasciolose subaguda, observam-se simultaneamente formas parasitarias nos ductos biliares,
onde causam colangite, e formas parasitarias migrantes no parénquima hepatico, responsaveis

por lesdes semelhantes a fasciolose aguda, mas com menor severidade (Taylor et al., 2016).

Nos animais afetados, os sinais clinicos mais evidentes sdo a perda de peso e a palidez das
mucosas (Constable et al., 2017). Frequentemente mostram-se letargicos, com dificuldades em
acompanhar o resto do rebanho e evidenciam dor & palpacdo da zona anterior do abdémen.
Apenas alguns apresentam hepatomegalia palpavel (Vazquez & Pérez, 2001). O edema
submandibular e ascite também podem estar presentes em alguns casos (Mitchell, 2007; Fiss et
al., 2013). Esta forma da doenca tem ainda um impacto importante no desempenho reprodutivo
das ovelhas, levando a baixas taxas de fertilidade, redu¢&o do nimero de gestacdes gemelares

e partos prolongados (Sargison, 2008).

3.9.2.2 Lesdes post mortem

Nos casos subagudos, o figado encontra-se hipertrofiado, apresentando focos necréticos e
hemorragias subcapsulares (Taylor et al., 2016). As lesdes fibrinosas estendem-se desde a
capsula até ao parénquima, com ductos biliares proeminentes. A superficie de corte do figado é
irregular, evidenciando zonas claras que alternam com zonas hemorragicas escuras (Figura8B)
(Scott et al., 2005; Rojo-Vazquez et al., 2012; Fiss et al., 2013).

3.9.3 Formacrdénica

A fasciolose crénica € a forma mais frequente na espécie ovina (Vazquez & Pérez, 2001) e ocorre

quando o parasita adulto atinge os ductos biliares (Molina-Hernandez et al., 2015).

E observada no final do inverno e inicio da primavera, quatro a cinco meses apés a ingestdo de
quantidades baixas a moderadas de metacercarias ao longo de todo o ano, especialmente

durante o outono e inverno (Rojo-Vazquez et al., 2012). Em ensaios experimentais, Boray (1967)
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demonstrou serem necessarias entre 400 a 500 metacercarias para produzir a forma croénica,
contudo Urquhart et al., (1996) refere um intervalo entre 200 a 500.

3.9.3.1 Fisiopatologia e sinais clinicos

A doenca crénica progride de forma lenta. A presenca e atividade de F. hepatica nos ductos

biliares provoca colangite, colangiectasia e fibrose (Fouda et al., 2013; Constable et al., 2017).

A apresentacao clinica caracteriza-se pelos sinais clinicos classicos de uma infecdo parasitaria
no figado (Bowman, 2014). Os animais apresentam perda de apetite, diminuicdo do ganho de
peso e perda progressiva da condi¢é@o corporal devido a reducéo na eficiéncia da converséo de
alimentos. As mucosas tornam-se pdlidas como consequéncia da anemia instalada, e a
hipoproteinémia conduz a ascite e a edema submandibular (Figura 8C) e subcutaneo. Ao nivel
do sistema digestivo, os distarbios sdo inespecificos, podendo ocorrer episédios de diarreia
aguosa abundante nos casos mais graves. Verifica-se também fraqueza, letargia e relutancia ao
movimento. A ictericia raramente € observada (Fouda et al., 2013; Bowman, 2014; Mehlhorn,
2016b; Kahl et al., 2021).

A reducdo da producdo e qualidade da 1a, que fica aspera, seca e quebradica, observa-se
frequentemente em ovelhas sem sinais aparentes de fasciolose (Mehlhorn, 2016b; Kahl et al.,

2021). Podem ocorrer também quebras na producéo de leite (Mitchell, 2007).

A fasciolose cronica dificulta a concecédo e implantacéo do feto e parece predispor as ovelhas a
algumas doencgas metabdlicas na época do parto, incluindo hipocalcémia e toxémia (George,
2002; Mehlhorn, 2016b).

A infecdo concomitante com o nematode do abomaso Teladorsagia (Ostertagia) circumcincta
pode agravar o desenrolar da doenca (Mitchell, 2007).

3.9.3.2 Lesbes post mortem

No exame post mortem, o figado dos animais com fasciolose crénica apresenta-se pélido e firme,
de contorno irregular, com o lobo ventral mais afetado e reduzido de tamanho (Urquhart et al.,
1996). A patologia hepética caracteriza-se pela ocorréncia de fibrose e colangite hiperplasica.
Estéo presentes varios tipos de fibrose, sendo que a primeira a ocorrer € a cicatriz pds-necrotica,
encontrada principalmente no lobo ventral e associada a cicatrizagdo das migragdes. A segunda,
denominada fibrose isquémica, € uma sequela dos danos e trombose dos grandes vasos. A
fibrose peribiliar surge por ultimo, desenvolvendo-se quando os parasitas atingem os pequenos

ductos biliares (Taylor et al., 2016).
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A colangite hiperplasica nos ductos biliares maiores decorre da erosédo severa e necrose da

mucosa resultante da atividade alimentar dos trematodes (Urquhart et al., 1996).

Os ductos biliares encontram-se distendidos, espessados e podem conter no seu interior
numerosos parasitas adultos (Bowman, 2014). A presenca de um elevado numero de formas
parasitarias, a descamagédo das células epiteliais e a proliferacdo excessiva de tecido fibroso,

podem conduzir a obstrugcdo dos ductos biliares (Taylor et al., 2016; Constable et al., 2017).

Figura 8: Parénquima hepatico danificado com presenca de tratos tortuosos causados por

Fasciola hepatica (A) (Ruiz-Campillo et al., 2017), superficie de corte do figado irregular com
areas claras que alternam com areas hemorragicas escuras (B) (Fiss et al., 2013), edema

submandibular associado a fasciolose créonica (C) (Boray & Love, 2017).

3.10 Diagndstico laboratorial

De um modo geral, o diagnéstico da fasciolose reveste-se de alguma dificuldade. Os animais
doentes muitas vezes ndo apresentam sinais clinicos especificos e, noutros casos, podem exibir
sinais clinicos compativeis com a doenga, mas estar afetados com outra doenga parasitaria ou

infeciosa (Rojo-Vazquez et al., 2012).

A fasciolose cronica pode ter manifestacdes clinicas semelhantes as causadas por outros
parasitas gastrointestinais (Haemonchus spp., Teladorsagia (Ostertagia) circumcincta, Cooperia
spp. e Trichostrongylus spp.), deficiéncias nutricionais em cobre ou cobalto, nutricdo inadequada,
paratuberculose (Johne's disease), tremor epizoo6tico (scrapie) e outras condigfes crénicas
debilitantes. J& a fasciolose aguda tem como diagndsticos diferenciais as seguintes doengas:
hepatite necrética infeciosa (black disease), enterotoxémia, hemoncose, carblinculo hematico,
pasteurelose e outras doencas septicémicas, envenenamento e acidose ruminal (Rojo-Vazquez
et al., 2012; Alvarez Rojas et al., 2014; Constable et al., 2017).

O correto diagnéstico clinico é alcancado mediante a observacao dos sinais clinicos, utilizacédo

de meios de diagnéstico especificos (biopatoldgicos, parasitolégicos e imunolédgicos) e exame
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post mortem do figado (Vazquez & Pérez, 2001). A ocorréncia sazonal da doenca, o tipo de clima
prevalente, a histéria prévia de fasciolose na exploracdo e a identificacdo de habitats de
gastropodes sao também importantes fatores a ter em conta no processo de diagnéstico (Taylor
et al., 2016).

O diagnostico correto é fundamental para estimar a distribuicdo e prevaléncia de F. hepatica e
avaliar as suas alterac6es apds a aplicacdo de um tratamento anti-helmintico, determinar a
existéncia de resisténcias aos antiparasitarios e encontrar tratamentos e programas de controlo

eficazes no combate a fasciolose (Alvarez Rojas et al., 2014).

Embora existam atualmente varios métodos de diagnéstico disponiveis, ndo ha ainda diretrizes
recomendadas ou protocolos padronizados em vigor para o diagnostico de F. hepatica
(Fairweather et al., 2020).

3.10.1 Hemograma e analises bioquimicas

O hemograma dos animais acometidos por esta doenga revela a presenca de eosinofilia, anemia
e reducdo do hematdcrito (HCT) (Taylor et al., 2016).

Estao descritos diferentes tipos de anemia tendo em conta as diferentes fases de progresséo da
fasciolose. Inicialmente, durante a fase migratdria, a anemia é normocitica e normocrémica
desencadeada pelas hemorragias provenientes da destruicdo dos vasos hepaticos. Quando o
parasita se estabelece nos ductos biliares e se atinge a cronicidade da doenca, a anemia evolui
para macrocitica e hipocrémica. Nesta fase, a anemia pode ser atribuida a atividade hematéfaga
do trematode que resulta na ingestao diaria de 0,2-0,5 ml de sangue (relatado por Behm &
Sangster, 1999), ingestdo de vitamina B12 e reducdo continua das reservas de ferro. A
severidade da anemia observada depende da capacidade eritropoética do animal, sendo
influenciada pelo seu estado nutricional, especialmente os niveis de proteina e ferro da dieta
(Valero et al. 2008; Fouda et al. 2013; Mehlhorn 2016a; Constable et al. 2017).

A etiologia da anemia é controversa, ndo havendo consenso se a hematofagia e as hemorragias
associadas a destruicdo dos vasos hepaticos durante a fase migratéria, sdo suficientes para
produzir os sinais de anemia observados na fasciolose (Mehlhorn, 2016a). Alguns autores
defendem que a anemia pode ter origem numa substancia quimica téxica libertada pelo parasita,
a prolina (Spengler & Isseroff, 1981; Roberts & Janovi, 2009).

Ocorrem alteracdes nas proteinas séricas, com diminuicdo da albumina em comparacdo com as
outras globulinas. A hipoalbuminémia, durante o periodo de migracédo no figado, é progressiva,
mas geralmente leve, motivada por uma sintese reduzida de albumina, devido ao
comprometimento da funcdo hepética, e pela expanséo do volume plasmatico. Com a presenca

das formas parasitarias adultas nos canais biliares, a gravidade da hipoalbuminémia esta
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relacionada com a perda de albumina para o intestino por extravasamento pela mucosa biliar
hiperplasica e com as taxas de sintese e de catabolismo da albumina. Estas, por sua vez, estdo
relacionadas com os niveis de nutricdo, anorexia e carga parasitaria. Os baixos niveis de
produtividade observados nos animais infetados com F. hepatica podem ser explicados pelo
aumento da sintese de albumina que desvia aminoacidos disponiveis do metabolismo de outras
proteinas (musculo, leite, 18) (Behm & Sangster, 1999; Mehlhorn, 2016a; Taylor et al., 2016).

Desenvolve-se também hiperglobulinemia, decorrente do aumento da sintese de

imunoglobulinas em resposta aos antigénios parasitarios (Mehlhorn, 2016a).

Devido & acdo que o parasita exerce sobre o figado e os canaliculos biliares, sdo de esperar
alteracdes ao nivel das enzimas hepéticas e a sua determinacdo plasmatica pode ser uma
ferramenta Util no diagnéstico da infe¢do (Rojo-Vazquez et al., 2012). As enzimas hepaticas mais
sensiveis na avaliagdo de lesdes ao nivel do figado sdo a glutamato desidrogenase (GDH) e
gama glutamil transpeptidase (GGT) (Kozat & Denizhan, 2010). A primeira é libertada devido a
destruicdo das células parenquimatosas durante as migracdes larvares, e 0 seu aumento surge
duas a trés semanas apés a infe¢cdo, diminuindo assim que o parasita atinge os ductos biliares.
A segunda é libertada quando h& dano das células epiteliais que revestem os ductos biliares e
mantem valores plasmaticos elevados por um periodo de tempo mais prolongado (Urquhart et
al., 1996; Vazquez & Pérez, 2001; Mitchell, 2007).

Na auséncia de qualquer outro pardmetro, o aumento da GDH e GGT, é sugestivo de fasciolose

aguda e subaguda/cronica, respetivamente (Rojo-Vazquez et al., 2012).

A atividade plasmatica da aspartato aminotranferase (AST) e da sorbitol desidrogenase (SDH)
também aumenta durante a passagem das formas jovens pelo parénquima hepéatico, contudo

estas enzimas séo menos sensiveis que as anteriores (Vazquez & Pérez, 2001).

A Tabela 2 resume os parametros hematolégicos e bioquimicos relevantes no diagnéstico da
fasciolose. E essencial que a interpretacdo dos valores laboratoriais seja feita de forma

cuidadosa e em conjunto com outros dados clinicos (Taylor et al., 2016).
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Tabela 2: Parametros hematoldgicos e bioquimicos em ovelhas saudaveis e infetadas com
F. hepatica (Adaptado de Taylor et al., 2016).

Parametro Normal Fasciolose

HCT (%) 35 (27-45) >6

Eosindfilos

(%) 0-10 > 10

(x103/uL) 0-1

Proteinas (g/L) 60-79 <55

Albumina (g/L) 28-34 10-20

Globulinas (g/L) 32-43 65-80

Glutamato desidrogenase 2-10 30x valor normal (150-300)

(GDH) (1U/L) Aumenta = 4 semanas apos a infegao
Gama glutamil transpeptidade 0-32 25x% valor normal em infe¢des crdnicas

(GGT) (IU/L)

3.10.2 Coprologia

Tradicionalmente, o exame das fezes é o teste de diagnéstico mais utilizado para confirmar o
parasitismo por F. hepatica (Beesley et al., 2018). Contudo, a detecdo de ovos nas fezes néo é
possivel durante a fase pré patente da Infe¢cdo, como tal, a observagéo microscopia e contagem
de ovos sO é Util cerca de 10 semanas apoés o inicio da infecdo (Paz-Silva et al., 2010). Por
conseguinte, a coprologia € um método de diagnéstico valioso na detecao da fasciolose crénica
(Rojo-Vazquez et al., 2012).

Estdo descritas varias técnicas coprolégicas, desde métodos simples (analise fecal direta) até
testes quantitativos, que concentram os ovos de uma amostra fecal através da sedimentacao ou
flutuacdo (Rojo-Vazquez et al.,, 2012). Além dos meétodos supracitados, frequentemente
empregues nos laboratorios de diagnostico, estdo disponiveis testes comerciais como o
FLUKEFINDER® (Alvarez Rojas et al., 2014).

Os métodos de flutuacdo baseiam-se no uso de solu¢des de alta densidade, como o sulfato de
zinco ou o iodomercurato de potassio, que permitem que os ovos flutuem. Contudo, apresentam
o inconveniente de deformarem e colapsarem 0s ovos por fenédmenos osmaéticos, para além de
serem ineficazes nos casos em que a eliminacdo de ovos é menor que 10 ovos por grama de
fezes (OPG) (Rojo-Véazquez et al., 2012).
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A técnica recomendada é a sedimentacdo, baseada na maior densidade dos ovos em
comparacdo com os detritos fecais, permitindo concentra-los no sedimento apds sucessivas
lavagens. A observacao dos ovos ao microscopio é facilitada pela adicdo de um corante (azul de
metileno) ao concentrado, 0 que permite destacar a coloragdo amarelada dos ovos de
F. hepatica. Na espécie ovina, a contagem de 300 a 600 OPG indica a existéncia de uma infe¢éo
ativa e grave, que requer tratamento através da administracdo de anti-helminticos (Vazquez &
Pérez, 2001; Rojo-Vazquez et al., 2012).

A eliminacdo intermitente dos ovos pelos hospedeiros e a escassa eliminagdo em infecdes de
baixa intensidade podem conduzir a resultados falsos negativos. Para além disto, asimilaridade
dos ovos de F. hepatica com os ovos de Paramphistomum spp. dificulta o diagndstico diferencial
entre ambas as infe¢cbes (Paz-Silva et al., 2010). Da mesma forma, outros fatores, incluindo a
idade do hospedeiro, o teor de agua nas fezes e o volume da amostra, contribuem para a
variabilidade na detecdo de ovos. O aumento do niumero de amostras testadas conduz a uma

maior sensibilidade da técnica coprolégica (Alvarez Rojas et al., 2014; Charlier et al., 2014).

3.10.3 Imunodiagnéstico

O desenvolvimento da resposta imunitaria nos animais vivos tem sido amplamente utilizado para
inferir sobre a existéncia de infecéo atual ou exposi¢cdo prévia ao parasita (Alvarez Rojas et al.,
2014).

Estdo descritos varios ensaios imunolégicos como a precipitacdo, aglutinacao,
imunofluorescéncia, ELISAs, testes de fixacdo do complemento, imunoeletroforese,
imunodifusdo dupla e o immunoblotting, que detetam a presenca de anticorpos especificos contra
antigénios do parasita no soro dos animais infetados. Estes testes utilizam uma ampla gama de
antigénios, incluindo antigénios de excrecdo/secrecdo (ES), componentes do tegumento,
extratos do parasita adulto e mais recentemente, proteinas recombinantes. O teste ELISA, nos
seus variados modelos, é a técnica comumente empregue no diagnostico de fasciolose (Rojo-
Vazquez et al., 2012; Alvarez Rojas et al., 2014).

Existem no mercado provas ELISA comerciais para detecdo de anticorpos em amostras de soro
e leite e provas ELISA para detecdo de coproantigénios (CELISA) e antigénios no soro (Beesley
et al., 2018; Verocai et al., 2020).

As provas de imunodiagnéstico sdo uma mais-valia no diagnéstico de fasciolose no periodo pré
patente da infe¢do, na avaliacdo dos tratamentos anti-helminticos e na realizacdo de estudos
epidemiolégicos de grande escala e ao nivel do rebanho (Vazquez & Pérez, 2001; Paz-Silva et
al., 2010; Verocai et al., 2020). Para além disto, comparativamente aos exames coproldgicos,
apresentam maior sensibilidade, reprodutibilidade e, frequentemente, maior custo-beneficio
(Beesley et al., 2018).
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3.10.3.1 Serologia: detecao de anticorpos contra F. hepatica

Como F. hepatica induz uma resposta imune humoral no hospedeiro, a maioria dos métodos
seroldgicos para o diagnoéstico da infecdo destina-se a detecdo de anticorpos no soro usando

antigénios derivados do parasita (Alvarez Rojas et al., 2014).

Os testes ELISA indiretos de detecéo de anticorpos sdo os mais usados atualmente. Baseiam-
se maioritariamente no uso do antigénio somatico f2 e no uso de antigénios de ES
(excrecao/secrecao) em bruto, sob a forma de fracdes purificadas ou recombinantes (Dorchies,
2006).

Os anticorpos anti-F. hepatica (Imunoglobulina G (IgG)) podem ser detetados no soro duas a
quatro semanas apoés a infecdo (Taylor et al., 2016), atingem o pico dos niveis séricos entre as
oito e as dez semanas apos a infe¢do e diminuem lentamente apés a cura (Paz-Silva et al., 2010;
Beesley et al., 2018).

Uma desvantagem da serologia é a incapacidade de diferenciar uma infecdo ativa de uma infecéo
ou exposicao anterior, devido a persisténcia de anticorpos IgG circulantes durante periodos
prolongados (até 20 semanas ap0s a infecdo), o que dificulta a interpretacdo dos resultados.
Outro problema € a possibilidade de ocorréncia de rea¢des serolégicas cruzadas com antigénios
de outros trematodes (Paz-Silva et al., 2010; Alvarez Rojas et al., 2014). No entanto, os testes
seroldgicos sao acessiveis, faceis de executar e apresentam grande fiabilidade (Dorchies, 2006;
Paz-Silva et al., 2010).

O kit IDEXX Fasciolosis Verification test, fabricado e comercializado pelos laboratérios IDEXX®,
é um teste ELISA para pesquisa de anticorpos. As placas ELISA do kit estdo revestidas com
antigénio f2 purificado, altamente imunogénico e especifico para F. hepatica. O teste permite
detetar a infecdo em amostras de leite e soro (Kuerpick et al., 2013). Num estudo conduzido por
Reichel (2002), o kit apresentou uma elevada sensibilidade (99%) e especificidade (100%),
permitindo detetar a presenga de anticorpos contra 0 parasita em animais experimentalmente

infetados sete a oito semanas mais cedo que outras técnicas parasitologicas.

3.10.4 Diagndstico molecular

A aplicacdo de métodos de diagnéstico molecular na medicina veterinaria tem aumentando
recentemente, com o propoésito de aumentar a sensibilidade e a especificidade em relagao aos

testes de diagnostico convencionais (Paz-Silva et al., 2010; Beesley et al., 2017).

Ensaios em animais experimentalmente infetados demonstraram que o uso de ferramentas de

biologia molecular foram Uteis no diagnostico precoce da fasciolose (Rojo-Vazquez et al., 2012).
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A detecao especifica de acido desoxirribonucleico (DNA) de F. hepatica nas fezes utilizando a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a amplificacdo isotérmica mediada por ciclos (LAMP) e
a amplificacao de polimerase recombinase (RPA) demonstraram serem capazes de diagnosticar
infecbes em ovelhas naturalmente infetadas com uma sensibilidade igual ou superior,
comparativamente ao exame das fezes tradicional e cELISA (Alvarez Rojas et al., 2014; Arifin et
al., 2016; Fairweather et al., 2020).

Uma das desvantagens da PCR é a necessidade de equipamentos especializados, para além da
dificuldade na reprodutibilidade dos métodos e procedimentos publicados nos diferentes
laboratérios. Deste modo, a LAMP parece ser uma alternativa interessante a PCR visto que é um
procedimento de amplificacdo de genes muito especifico, eficiente, rapido, isotérmico e néo
necessita de equipamento especifico. Também a RPA tem vantagens sobre a PCR em termos
de sensibilidade e velocidade, ndo necessitando de equipamentos dispendiosos e pessoal

altamente treinado (Beesley et al., 2017; Fairweather et al., 2020).

3.11 Terapéutica

O tratamento do hospedeiro com anti-helminticos é a principal estratégia adotada para controlar
a fasciolose (Torgerson & Claxton, 1999). Este deve ser dirigido tanto contra as formas adultas,

como contra as formas larvares migrantes (Vazquez & Pérez, 2001).

Os fasciolicidas utilizados na terapéutica antiparasitaria pertencem a cinco grupos quimicos
principais: benzimidazoéis (albendazol e triclabendazol), fendis halogenados (niclofolan e
nitroxinil), salicilanilidas (closantel, rafoxanida, oxiclozanida e bitionol), sulfonamidas (clorsulon)
e fenoxialcanos (dianfenetida), no entanto nem todas as moléculas sdo igualmente efetivas
contra todos os estadios larvares de F. hepatica (Flores-Ramos et al., 2014; Ceballos et al.,
2017).

De entre os farmacos disponiveis, o triclabendazol é considerado o principio ativo de eleicéo,
devido a sua alta eficacia contra as formas imaturas e adultas do parasita, para além da ampla
margem de seguranca e boa tolerancia por parte dos animais (Rojo-Vazquez et al., 2012). Os
restantes farmacos tém boa eficacia adulticida (parasitas com oito ou mais semanas de idade),
enquanto o nitroxinil, closantel, rafoxanida e dianfenetida apresentam também acéo larvicida.
Ressalva-se que, o nitroxinil e o closantel s6 séo efetivos contra formas imaturas com mais de

seis semanas de idade (Lanusse et al., 2017) (Figura 9).
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Idade do parasita (semanas)
Drpga 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14

Albendazol
Niclofolan
Oxiclozanida
Bitionol

50-70% 80-99%

Clorsulon 90-99%

Nitroxinil, Closantel 50-90% 91-99%

Rafoxanida 50-90% 91-99%

Triclabendazol | 90-99% 99-100%

Dianfenetida ] 100-91% | 80-50%

Figura 9: Espectro de eficicia dos vérios anti-helminticos (Adapatado de Torgerson & Claxton,
1999).

Para o tratamento da fasciolose aguda é fundamental escolher um produto altamente eficaz
contra os parasitas juvenis, principalmente nos ovinos, uma vez que a doenga aguda €
particularmente grave nesta espécie (Skuce & Zadoks, 2014; Constable et al., 2017). O farmaco
de eleicao é o triclabendazol, efetivo contra todos os estadios de desenvolvimento com mais de
dois dias de idade (Vazquez & Pérez, 2001; Forbes, 2017). Outros medicamentos, como o
closantel e nitroxinil, sdo também op¢Bes validas. Em simultdneo com o tratamento, os animais
devem ser movidos para uma nova pastagem, de preferéncia bem drenada e recentemente
cultivada. No caso de o tratamento ser realizado com closantel ou nitroxinil podera ser necessaria
uma segunda dose, quatro a seis semanas ap0s a mudanga para 0 novo pasto. Na
impossibilidade de mover os ovinos para uma pastagem limpa, o tratamento deve ser repetido
em intervalos de trés semanas até seis semanas apds as mortes pela doenca cessarem (Taylor
et al., 2016).

Nos casos de doenca subaguda, o tratamento recomendado é semelhante ao da fasciolose
aguda (Vazquez & Pérez, 2001). E aconselhavel mudar os animais para uma nova pastagem e,
caso isto ndo seja possivel, o tratamento deve ser repetido as quatro e as oito semanas para

eliminar as formas adultas (Taylor et al., 2016).

z

O tratamento das infecdes cronicas € relativamente simples, na medida em que todos os
fasciolocidas licenciados possuem eficacia contra os trematodes adultos, sendo suficiente o
tratamento com uma dose Unica (Taylor et al., 2016; Forbes, 2017). No momento da escolha do
farmaco, a seguranca do produto é um aspeto a ter em consideracdo, devido ao

comprometimento da funcao hepética (Constable et al., 2017).

A Tabela 3 mostra os farmacos fasciolicidas disponiveis para ovinos em Portugal, assim como
informacéo referente a dose, via de administracdo e intervalo de seguranca. Existem alguns
principios ativos que néo se encontram licenciados no nosso pais, como € exemplo a rafoxanida,
niclofolan, bitionol e dianfenetida. O clorsulon apenas apresenta formulacdo autorizada para uso

em bovinos.
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Alguns produtos combinam farmacos fasciolocidas e nematocidas, no entanto estes s6 devem
ser usados quando houver risco simultaneo destes dois helmintes ja que o0 seu uso indevido pode

levar a selecdo de resisténcias off-target (Abbott et al., 2012; Constable et al., 2017).

Tabela 3: Farmacos fasciolicidas para ovinos autorizados em Portugal (DGAV, 2021).

Principio ativo Apresentacéo Dose Viaad. Intervalo seguranca
(dias)

Carne Leite
Albendazol Albendavet® 7,5 mg/kg Oral 10 4
Sinvermin® 4,75-7,5 mg/kg Oral 10 4
Valben® 7,5 mg/kg Oral 10 4
Alphalben® 7,5 mg/kg Oral 14 X
Triclabendazol Cydectin TriclaMox®* 10 mg/kg Oral 31 X
Nitroxinil Dovenix® 10 mg/kg SC 60 X
Oxiclozanida Oxyfluke® 15 mg/kg Oral 14 7
Distocur® 15 mg/kg Oral 14 7
Closantel Oxydrench®** 10 mg/kg Oral 42 X
Seponver Plus®*** 10 mg/kg Oral 28 X
Flukiver® 10 mg/kg Oral 28 X
ClosamectinFF®**** 5 mg/kg sC 28 X

SC: subcutanea; X: Nao administrar a produtoras de leite; *Associado a moxidectina,

**Associado a oxfendazol; *** Associado a mebendazol; **** Associado a ivermectina.

3.12 Controlo e profilaxia

A prevencdo e o controlo da infecdo por F. hepatica deve combinar a aplicacdo correta e
integrada de véarias medidas, das quais fazem parte a reducdo da populacédo de hospedeiros
intermediérios, o tratamento dos animais infetados, com o objetivo de diminuir a contaminacao
das pastagens, e a gestdo das areas agricolas de forma a reduzir a exposi¢do a infecao (Rojo-
Vazquez et al., 2012). Além disto, 0 uso de racas resistentes e/ou adaptados a esta parasitose
poderd ajudar na reducdo do impacto da infecao, especialmente quando os custos associados

ao tratamento sédo elevados (Torgerson & Claxton, 1999).

Para aplicar corretamente estas medidas, € necessario haver um conhecimento prévio das

variacdes sazonais de F. hepatica, das suas formas de dispersdo bem como da dindmica
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populacional do hospedeiro intermediario. Neste sentido, os sistemas de previsdo de risco,
baseados na correlacdo entre a temperatura e precipitacao e a ocorréncia de surtos de fasciolose
sdo instrumento valiosos para prever o momento ideal para a administracdo de anti-helminticos

e/ou adogéo de medidas de maneio (Mitchell, 2007; Beesley et al., 2017).

Em areas endémicas, as medidas preventivas sao importantes e necessarias ja que a ocorréncia
de casos fasciolose pode provocar consideraveis perdas econémicas para as exploragdes
(Constable et al., 2017). Recomenda-se geralmente a aplicacdo de dois tratamentos anuais, um
antes da entrada dos animais nas pastagens, a fim de evitar a sua contaminacao, e outro no final

do outono, se nao forem registados casos agudos da doenca (Vazquez & Pérez, 2001).

O controlo das populag8es do hospedeiro intermediario pode ser feito mediante a drenagem das
areas alagadas e aplicacdo de moluscicidas (Carmona & Tort, 2017). Apesar da drenagem ser
um método eficaz a longo prazo, é bastante dispendioso, e 0 uso de moluscicidas potencialmente
perigoso para humanos, animais e ambiente, para além da sua questionavel utilidade pratica
devido ao elevado potencial biético dos moluscos (Rojo-Vazquez et al., 2012; Taylor et al., 2016;
Constable et al.,, 2017). Assim, os métodos de controlo de gastropodes sdo quase sempre
impraticaveis por serem insuficientes e apresentarem custos proibitivos (Torgerson & Claxton,
1999).

Manter o rebanho afastado de areas onde as metacercarias e os moluscos estdo presentes,
impedir que estes pastem em zonas himidas e durante os periodos de alto risco de infe¢éo e
aplicar a rotacdo sazonal de pastagens ou de espécies em pastoreio sao préaticas que devem ser
adotas para reduzir as possibilidades de infecdo. Porém, nem todas as exploracBes as
conseguem implementar, tendo de recorrer ao uso de anti-helminticos de forma profilatica
(Vazquez & Pérez, 2001; Fairweather, 2011; Howell & Williams, 2020).

Recomenda-se também a quarentena de novos animais introduzidos no rebanho, e 0 seu
tratamento com um fasciolicida eficaz contra formas parasitarias imaturas. Posteriormente devem

ser mantidos em pastagens limpas durante quatro semanas (Mitchell, 2007).

De momento, ndo se encontra disponivel nenhuma vacina comercial (Wesotowska et al., 2018),
por isso o0 uso de fasciolicidas é a Unica e a principal opcdo na profilaxia da doenca (Fairweather,
2011).

3.13 Resisténcia aos anti-helminticos
O desenvolvimento de resisténcias € influenciado por fatores relacionados com o hospedeiro, 0

parasita, 0 modo de utilizagdo dos anti-helminticos e o meio ambiente. Assim que as situagdes

de resisténcia aparecem, a sua prevaléncia cresce exponencialmente, e a eficacia dos anti-
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helminticos torna-se muito baixa. A reversdo da suscetibilidade é um processo dificil e pouco

provavel (Rojo-Vazquez et al., 2012).

O uso regular e prolongado em ovinos de compostos de salicilanilida, nomeadamente rafoxanida
e closantel, conduziu a resisténcias no sudeste da Australia, oeste de Inglaterra e Pais de Gales,
tendo sido também registada a resisténcia cruzada ao nitroxinil (Fairweather & Boray, 1999). No
grupo dos benzimidazois, anti-helminticos de amplo espetro, estdo reportadas resisténcias ao
albendazol em paises como Espanha, Suécia, Argentina, Uruguai e Bolivia. No que toca ao
clorsulon, até ao momento, so estéo identificadas resisténcias em Espanha (Alvarez et al., 2020;
Fairweather et al., 2020).

O desenvolvimento de resisténcia ao triclabendazol, o fasciolicida mais utilizado no tratamento
da fasciolose, particularmente nos casos agudos da doenga em ovinos, é presentemente um
motivo de grande preocupac¢éo. A dependéncia excessiva deste farmaco, devido a sua elevada
eficacia (> 98%) contra as formas imaturas, resultou inevitavelmente no surgimento de

resisténcias (Kelley et al., 2016; Beesley et al., 2018).

Alguns autores defendem que o triclabendazol deveria ser utilizado exclusivamente em ovinos
com fasciolose aguda, na tentativa de preservar sua eficacia, ja que as formas imaturas de

F. hepatica raramente provocam doenca em bovinos (Skuce & Zadoks, 2014; Forbes, 2017).

Os casos de resisténcia e/ou falha no tratamento das infe¢cdes por F. hepatica em ruminantes
sdo cada vez mais frequentes, existindo resisténcias reportadas na Europa (Irlanda, Escdcia,
Pais de Gales, Espanha, Suécia e Holanda), Austrélia, Nova Zelandia e América do Sul (Brasil,
Bolivia e Peru) (Cwiklinski et al., 2016; Fairweather et al., 2020).

A ampla incidéncia da resisténcia ao triclabendazol na pecuéria € uma grande ameaga a
producdo animal, sendo por isso importante adotar medidas estratégicas que preservem a
efichcia dos anti-helminticos existentes. Estas medidas passam pela escolha certa do
medicamento, a sua utilizac@o na altura, frequéncia e dose correta, a alternancia de farmacos e

a combinagdo de moléculas sinérgicas (Rojo-Vazquez et al., 2012; Fairweather et al., 2020).

4. Materiais e métodos

4.1 Caracterizagcdo geografica e climatica da area de estudo

A regido do Alentejo, localizada no Sul de Portugal (latitude: 40°N e 37°N, longitude: 9°E e 7°E),
possui uma area equivalente a 31,500 km?, cerca de um terco de todo o territério nacional, sendo
por isso a maior regido portuguesa. Faz fronteira com o Centro, Algarve e com as regifes

espanholas da Estremadura e da Andaluzia. Encontra-se dividida em 5 sub-regides
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respetivamente, Alentejo Litoral, Alto Alentejo, Alentejo Central, Baixo Alentejo e Leziria do Tejo
(European Commission, s.d.). As exploracdes incluidas neste estudo pertenciam as seguintes
sub-regibes alentejanas: Alto Alentejo (Portalegre), Centro Alentejo (Evora) e Baixo Alentejo
(Beja) (Figura 10).

O clima é Temperado Mediterraneo, caracterizando-se por verdes quentes e secos e invernos
chuvosos e suaves, com temperaturas médias anuais de 15,1 °C (a norte) e 18 °C (a sul). A
precipitacdo encontra-se concentrada nas épocas de outono e inverno, com valores anuais
acumulados que variam entre 800 mm e menos de 600 mm (interior do baixo Alentejo) (IPMA,
2020). Ao nivel do relevo, esta regido define-se pela grande uniformidade das suas formas e
pelas vastas planicies, de onde emergem algumas formagdes montanhosas de reduzida altitude,

destacando-se a serra de S&o Mamede como o ponto mais alto (1027 m) (Lourengo, 1995).

E no Alentejo que esta concentrada a maior parte da producéo de ovinos do pais, com cerca de
1 415 875 ovinos registados em 2020, totalizando assim 53% de toda a producéo nacional (INE,
2020; IFAP, 2021). As racas Merina Preta e Merina Branca séo exploradas em todo o sul do pais,
no entanto € no Alentejo onde os efetivos sdo mais expressivos. Estas racas autoctones séo
criadas em regime de sequeiro extensivo, com recurso a pastagens naturais ou semeadas,
muitas vezes associadas ao ecossistema de montado onde predominam as explora¢des de
grandes dimens&es (> 50 hectares) com efetivos numerosos (300 a 500 ovelhas) (ANCORME,
2008). Ha data de abril de 2021, o efetivo nacional contava com 13 692 ovinos da raga Merina
Branca (13 071 fémeas e 621 machos; 38 criadores em 42 exploracdes) e 15 688 ovinos da raca

Merina Preta (14 995 fémeas e 693 machos; 62 criadores em 68 exploracdes).

ESPANHA

Santarém Estremadura
Portalegre

ALENTEJO

Andaluzia

ALGARVE

50 km
= ——
—e——

30 mi

Figura 10: Mapa dos distritos e regides de Portugal Continental. Area de estudo
delimitada a vermelho. (Adaptado de: https://xrei.com/pt/regioes-de-portugal/).
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4.2 Caracterizacdo da amostra

O presente estudo epidemioldgico teve como base amostras de soro e fezes recolhidas a 675
ovinos da raca Merina Preta e Branca da regido do Alentejo, obtidas durante o periodo
compreendido entre agosto de 2019 e janeiro de 2021, cujo processamento e tratamento de
dados ocorreu durante o estagio curricular no INIAV. No total foram obtidas 675 amostras de

fezes e 661 amostras de sangue.

Os ovinos incluidos neste estudo foram selecionados segundo os seguintes critérios: 1) Registo
no livro genealdgico das ragas Merina Preta e Merina Branca; 2) idade igual ou inferior a 12

meses; 3) Ultima desparasitacdo efetuada no minimo ha dois meses.

4.3 Colheita de amostras e recolha de dados

A colheita das amostras foi realizada no momento da visita dos colaboradores da ANCORME as
exploragbes ovinas da sua area de atuacgdo, no seguimento dos trabalhos de identificacao e

registo dos animais no livro genealdgico da raca Merina.

A cada ovino foram colhidas duas amostras de sangue por punc¢ao venosa jugular, obtidas em
tubos de vacuo com acido tripotassico etilenodiamino tetra-acético (K3EDTA), e em tubos de
vacuo secos. Foram também colhidas fezes diretamente da ampola retal para sacos individuais
de plastico. Todas as amostras foram devidamente identificadas com o namero de registo no
livro genealégico da raca. Apés a colheita, as amostras de sangue e fezes foram refrigeradas a
temperatura de 4 °C e enviadas por correio, num prazo maximo de 24 horas, para os respetivos
locais de processamento. As amostras de sangue foram enviadas para o laboratério da FMV-UL

para a realizacdo de hemograma e bioquimicas e as amostras fecais para o INIAV.

Paralelamente a recolha das amostras foi também realizado um inquérito epidemioldgico (ver
Anexo 1) junto dos produtores com o objetivo de obter informacdes relativas as condi¢des de
maneio e dados de produtividade da exploracdo. Estas incluiram o tipo de sistema de producéo,
a area e tipo de pastoreio (sequeiro/regadio), duracao do pastoreio, presenca de zonas alagadas,
frequéncia de desparasitagdo, anti-helminticos utilizados, data da Ultima desparasitagdo e taxas
de reposicdo interna e externa. Outros dados da exploracdo e dados individuais dos animais
amostrados foram obtidos a partir da base de dados da ANCORME, entre eles, o tamanho do

efetivo, a raca, o sexo, a data de nascimento e o ganho médio diario dos animais.

O questionério foi implementado através de uma aplicacdo online para dispositivos moéveis
especialmente desenvolvida para o efeito através do programa Survey 123 for ArcGIS®. Este
software faz parte da Esri Geospatial Cloud, e € uma solucao simples e intuitiva para a recolha

de dados que permite criar, partilhar e analisar inquéritos. Os dados podem ser obtidos no campo
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em qualquer dispositivo moével, mesmo quando desligado, e sdo automaticamente sincronizados
com a plataforma do sistema de informacéo geografica ArcGIS de forma segura. O levantamento
dos dados foi realizado pelos colaboradores da ANCORME no dia da recolha de amostras, sendo
toda a informagédo do questionario epidemiolégico juntamente com a localizagdo geografica da

exploracdo, automaticamente transferida para uma base de dados de Backoffice.

4.4 Processamento das amostras de sangue

As amostras de sangue enviadas para a FMV-UL foram processadas no Laboratério de Analises
Clinicas Prof. Dr. Brago Forte Junior para a realizacdo do hemograma e determinacdo de
diferentes pardmetros bioquimicos. Os pardmetros hematolégicos avaliados foram:
concentracdo de hemoglobina, HCT, contagem total de eritrcitos, contagem total e diferencial
de leucdcitos; e os pardmetros bioquimicos avaliados foram: proteina sérica total, albumina
sérica, fosfatase alcalina (FA), alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST).

Uma vez concluidas estas andlises, os tubos de sangue foram transportados para o INIAV. Aqui,
as amostras de sangue em Acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) foram congeladas para
posterior processamento e 0s tubos secos novamente centrifugados a 1500 rota¢des por minuto
(RPM) durante 10 minutos para obtencédo de soro. Os soros foram transferidos em volumes de
1000 pl para tubos tipo Micronic (1,2 ml), previamente identificados, e conservados a 4 °C ou
congelados a -20 °C, dependendo se fossem utilizados para diagndstico serol6gico de

F. hepatica no espaco de dois a trés dias ou analisados mais tarde.

4.5 Processamento das amostras de fezes

As amostras fecais foram processadas no laboratério de parasitologia do INIAV para a pesquisa
e contagem de ovos de F. hepatica através de uma técnica de sedimentagéo natural modificada.
O principio desta técnica baseia-se no facto dos ovos de trematodes apresentarem uma maior
densidade que a maioria dos detritos presentes nas fezes, sedimentando mais rapido do que
estes, 0 que permite concentra-los no sedimento apés repetidas lavagens em agua. A adicdo de
um corante de contraste (azul de metileno) ao sedimento permite destacar a cor amarela dourada
dos ovos de F. hepatica (Figura 11) (Vazquez & Pérez, 2001). Uma vez que as amostras de fezes
eram utilizadas também para diagndstico de parasitas gastrointestinais, estas foram submetidas
primeiro a um processo de flutuacdo, sendo a porcao sedimentada utilizada para pesquisa de
ovos de F. hepatica. O material necessario a realizagédo desta técnica e o respetivo protocolo

encontram-se descritos no Anexo 2.
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Figura 11: Aspeto dos ovos de Fasciola hepatica apos

adicéo do corante de contraste (ampliagcéo 40x).

4.6 Serologia

As amostras de soro individuais foram testadas para a presenca de anticorpos contra F. hepatica
pela técnica de ELISA utilizando o kit IDEXX Fasciolosis Verification test, fabricado pelos
laboratérios IDEXX®. Trata-se de um ensaio imunoenzimatico que pode ser utilizado em soros
individuais de ovinos e bovinos, em pools de 5 ou 10 soros, e também em amostras de leite de

tanque de bovinos.

As microplacas deste teste encontram-se alternadamente impregnadas com antigénio controlo
(Ag-) e antigénio f2 (Ag+). As amostras a serem testadas séo diluidas e incubadas nos pocos da
placa impregnada. Apés a incubacao, qualquer anticorpo especifico contra f2 liga-se ao antigénio
nos poc¢os revestidos com Ag+ formando um imunocomplexo antigénio/anticorpo na superficie
do poco da placa. Ocorrem liga¢cdes inespecificas na mesma extens@o nos pogos revestidos com
Ag- e Ag+. Depois da remocdo por lavagem de todo o material ndo ligado, um conjugado
enzimatico anti-ruminante é adicionado e liga-se a qualquer complexo imune antigénio/anticorpo
formado. O conjugado nao ligado € removido por lavagem e € adicionado um substrato da enzima
(Tetrametilbenzideno (TMB)). Na presenca da enzima, o substrato € oxidado e forma-se um
composto azul que se transforma em amarelo ap6s a interrupgao da reacdo com a solucao stop.
O desenvolvimento de cor esta diretamente relacionado com a quantidade de anticorpos contra
0 antigénio f2 presente na amostra. A leitura ética do Ag- € subtraida da leitura 6tica do Ag+.

A Figura 12 descreve o funcionamento do teste.
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Figura 12: Diagrama do teste ELISA fabricado pelos laboratérios IDEXX®.

Os testes serologicos foram realizados de acordo com o protocolo laboratorial fornecido pelo
fabricante, que se encontra detalhado no Anexo 3. Na Figura 13 é possivel observar o aspeto de

uma placa ELISA no final do ensaio serolégico, apds a adicao da solugdo de paragem da reacao.

Para efeitos da analise e tratamento dos resultados, as amostras com os resultados “Forte

positivo”, “Moderado positivo” e “Positivo” foram consideradas como “Positivas”.

Sif s - e eets e

Figura 13: Placa ELISA no final do ensaio seroldgico.

4.7 Analise estatistica

Os dados recolhidos através da aplicagdo para dispositivos moveis (Survey 123 for ArcGIS®),
bem como os dados laboratoriais introduzidos na aplicacdo de BackOffice foram descarregados,
e tratados com o Software Microsoft Office Excel®. A analise dos dados estatisticos foi feita com

0 auxilio do Software R 3.5.3 para Windows desenvolvido pela R Foundation for Statistical
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Computing, utilizando a extensdo R Commander, disponivel online (R Core team, 2014). Os
resultados dos testes estatisticos foram considerados significativos quando o valor de p

(significancia) foi menor que 0,05, com um intervalo de confianca de 95%.

Os calculos da prevaléncia do parasita em estudo foram efetuados através da plataforma online
Epitools, com intervalos de confianca de 95% e tendo em consideracdo os valores de
sensibilidade e especificidade do método de diagndstico utilizado. O calculo da prevaléncia
aparente foi feito segundo os limites de Wilson e o célculo da verdadeira prevaléncia foi feito

segundo os limites de Blaker (Rogan & Gladen, 1978).

A seroprevaléncia foi analisada em funcéo de cada variavel individual referente as caracteristicas
dos ovinos e as caracteristicas das explora¢gdes. Apenas foram selecionadas as caracteristicas

com interesse para o estudo em questao.

De forma a avaliar a associacao estatistica existente entre as variaveis qualitativas e os possiveis
fatores de risco para a infecdo por F. hepatica, foi aplicado o modelo estatistico linear
generalizado misto, que inclui o efeito aleatério da exploracdo, para ter em conta a falta de
independéncia das observactes. Para além disto, este modelo estatistico também permite obter
o valor de p e o risco relativo de um acontecimento em relagcdo a outro, o odds ratio (OR).

De forma a avaliar o tipo de distribuicdo das amostras de sangue (hemograma e bioguimicas),
foi utilizado o teste da normalidade de Shapiro-Wilk, com nivel de significancia de 5%. O valor de
p inferior a 0,05 conduziu a rejeicao da hipétese nula (Ho) e a concluséo de que os dados néo se
encontravam normalmente distribuidos. Posteriormente foi aplicado o teste ndo paramétrico

Wilcoxon para comparacéo das medianas.

A andlise da concordancia entre o método coprolégico e o0 método seroldgico foi investigado
através do coeficiente de concordancia de Kappa de Cohen. A interpretagcéo dos valores obtidos

foi feita segundo as diretrizes propostas por Landis & Koch (1977), presentes na Tabela 4.

Tabela 4: Interpretacdo dos valores de kappa segundo Landis & Koch (1977).

Valores Interpretagao

<0 Sem concordéancia

0-0,19 Concordancia pobre

0,20 -0,39 Concordancia razoavel

0,40 - 0,59 Concordancia moderada
0,60 - 0,79 Concordancia substancial
0,80 - 1,00 Concordancia quase perfeita
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5. Resultados

5.1 Caracterizagcdo da amostra: raca, sexo, idade

Dos 675 ovinos incluidos no estudo, 423 (62,7%) eram da raca Merina Branca e 252 (37,3%) da

raca Merina Preta (Gréfico 1).

Raca

= Merina Branca
= Merina Preta

Grafico 1: Distribuigcdo (%) dos ovinos estudados em

funcéo da raga.

No que respeita ao sexo, 601 (89%) animais eram do sexo feminino e apenas 74 (11%) do sexo

masculino (Gréfico 2).

Sexo

= Feminino
= Masculino

Grafico 2: Distribuigdo (%) dos ovinos estudados em

funcdo do sexo.
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Relativamente a idade, esta variou entre 0os 2 e 0os 12 meses, com uma média de 7,6 meses
(desvio padrdo de 1,6 meses) e uma mediana de 8 meses (intervalo interquartil - 11Q: 1-8 meses).
De forma a facilitar a analise estatistica, os animais foram divididos em dois grupos: “< 6 meses”
e “6-12 meses”. Assim, 88 (13,3%) ovinos tinham idade inferior a 6 meses e 573 (86,7%) tinham

idade compreendida entre os 6 e 0s 12 meses (Grafico 3).

Idade

B < 6 meses

m 6-12 meses

Grafico 3: Distribuicdo (%) dos ovinos estudados em

funcéo da idade.

5.2 Resultados coprologicos

O exame das fezes, pela técnica de sedimentacéo natural modificada, realizado as 675 amostras
fecais, permitiu identificar ovos de F. hepatica em 14 (2,1%) dos animais (Tabela 5). N&o foram
detetados ovos de F. hepatica nos ovinos da raca Merina Preta. A percentagem de animais da

raca Merina Branca infetados com F. hepatica foi de 3,3% (ICos%= 1,24-3,45%).

Tabela 5: NUumero de animais das racas Merina Branca e Merina Preta analisados pela técnica

de sedimentacédo natural modificada e respetivas percentagens (%) de infecdo com F. hepatica.

Raca n° animais n° animais positivos % animais positivos
Merina Branca 423 14 3,3%
Merina Preta 252 0 0%

Total 675 14 2,1%
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5.3 Resultados serolégicos

Os testes serolégicos, realizados as 661 amostras de soro individuais, permitiram detetar a
presenca de anticorpos especificos contra F. hepatica em 29 animais. Tendo em conta os valores
de sensibilidade (99%) e especificidade (100%) do teste ELISA utilizado, estes resultados

permitiram obter uma verdadeira prevaléncia de animais infetados de 4,4% (ICos%= 3,1 — 6,29%).

A Tabela 6 apresenta o nimero de animais testados, nimero de animais positivos e respetivas

seroprevaléncias associadas as diferentes variaveis e categorias em estudo.

Dos 29 soros que testaram positivo, 27 correspondiam a ovinos da raca Merina Branca e 2 a
ovinos da raca Merina Preta, traduzindo-se numa seroprevaléncia de 6,7% e 0,8%

respetivamente.

Relativamente ao sexo, 28 dos animais que testaram positivo eram do sexo feminino e apenas
1 do sexo masculino, refletindo-se numa seroprevaléncia de 4,8% nas fémeas e de 1,4% nos

machos.

Todos os animais serologicamente positivos tinham entre 6 e 12 meses de idade, o que resultou

numa seroprevaléncia de 5,1% neste grupo etario.

De forma a avaliar a relacdo entre a seroprevaléncia e o tamanho do efetivo, as exploractes
foram dividas em duas categorias: efetivos com menos de 500 animais (“< 500”) e efetivos com
500 ou mais animais (“= 500”). Na categoria “< 500", 27 ovinos testaram positivo e na categoria
“2 5007, 2 ovinos testaram positivo. A percentagem de animais infetados com F. hepatica nos
efetivos com menos de 500 animais foi de 8,1% e nos efetivos com mais de 500 animais foi de
0,6%.

As exploragdes com zonas alagadas apresentaram um maior nimero de casos positivos, com
27 animais positivos, comparativamente as exploragbes sem zonas alagadas, onde apenas
foram detetados 2 animais positivos, refletindo-se numa percentagem de animais infetados de

10,6% e 0,5% respetivamente.

Todos os 29 ovinos seropositivos pertenciam ao grupo de animais que partilhavam o pasto com
outras espécies, 0 que se traduziu numa seroprevaléncia de 11,4% nesta categoria. Na categoria
de animais que ndo pastavam juntamente com outras espécies ndo se encontraram casos

positivos.

A maioria dos animais seropositivos pertenciam a exploracfes que praticavam alguns meses de
pastoreio em regadio, com respetivamente 26 animais positivos e uma seroprevaléncia de 38,1%.
Nas explora¢ces onde ndo se praticava pastoreio em regadio foram apenas detetados 3 animais

positivos, 0 que resultou numa seroprevaléncia de 0,5%.

44



Para o grupo de borregos que, em algum periodo do ano, eram colocados em estabulacédo

permanente obtivemos 4 casos positivos e uma seroprevalencia de 1,1%. Nos borregos que nao

eram colocados em estabulacao permanente, o nUmero de casos positivos foi superior, com 25

animais infetados e uma seroprevaléncia de 8,5%.

No conjunto de animais cuja desparasitacio era realizada 1 vez por ano, 26 ovinos testaram

positivo e no conjunto de animais desparasitados 2 vezes por ano, 3 ovinos testaram positivo.

Obteve-se assim uma seroprevaléncia de 18,4% e 0,6% nos animais desparasitados 1 e 2 vezes

ao ano, respetivamente.

Analisandos os dados relativos a estacdo do ano em que se procedeu a recolha das amostras,

o0 outono foi a estagdo com a seroprevaléncia mais elevada, com 6,4%, logo seguido do inverno,

com 1,4%. N&o foram recolhidas amostras durante o verao e n&o se registaram animais positivos,

nas amostras recolhidas durante a primavera.

Tabela 6: Seroprevaléncia de F. hepatica em fun¢do das variaveis em estudo.

Variavel Categoria n° n° e % animais Seroprevaléncia
animais positivos (%)
Raca Merina Branca 416 27 (6,5%) 6,7%
Merina Preta 245 2 (0,8%) 0,8%
Sexo Feminino 590 28 (4,7%) 4,8%
Masculino 71 1(1,4%) 1,4%
Idade (meses) < 6 meses 88 0 (0%) 0%
6-12 meses 573 29 (5,1%) 5,1%
Tamanho do efetivo <500 338 27 (8%) 8,1%
> 500 323 2 (0,6%) 0,6%
Presenca de zonas Sim 257 27 (10,5%) 10,6%
alagadas N&o 404 2 (0,5%) 0,5%
Pastoreio com outras Sim 257 29 (11,3%) 11,4%
espécies N&o 411 0 (0%) 0%
Pastoreio em regadio Sim 69 26 (37,7%) 38,1%
Nao 592 3 (0,5%) 0,5%
Estabulagdo permanente  Sim 365 4 (1,1%) 1,1%
dos borregos N&o 296 25 (8,4%) 8,5%
Frequéncia de 1 vez ano 143 26 (18,2%) 18,4%
desparasitagéo 2 vez ano 518 3 (0,6%) 0,6%
Estacdo do ano Primavera 83 0 (0%) 0%
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Outono 428 27 (6,3%) 6,4%
Inverno 150 2 (1,3%) 1,4%
Total 661 29 (4,4%) 4,4%

5.4 Andlise dos fatores de risco associados a infe¢do por F. hepatica

Os resultados do modelo linear generalizado misto estdo descritos na Tabela 7. De acordo com
estes dados, observou-se que a variavel “Pastoreio em regadio” foi a Unica variavel que
apresentou uma relacdo estatisticamente significativa (p < 0,05) com a serologia positiva a
F. hepatica. Assim, os ovinos pertencentes a explora¢des que praticavam pastoreio em regadio,

apresentavam um risco 431,20 vezes superior de contrair infegdo por F. hepatica (OR > 1).

Tabela 7: Resultados do modelo linear generalizado misto para os fatores de risco

associados a seropositivadade de F. hepatica (as variaveis significativas encontram-se a

negrito).
Variavel Fatores Odds ratio [Cos% p
Raca Merina Branca Pardmetro de referéncia ~  ------- 0,7960
Merina Preta 0,46 0,00 - 162,83
Sexo Feminino Parametro de referéncia --—--—--- 0,8890
Masculino 1,32 0,03 -62,58
Idade (meses) 6-12meses Parametro de referéncia - 1
< 6 meses 4,37x10-108 0 — Inf
Tamanho do <500 Parametro de referéncia - 0,6495
efetivo 2500 0,27 0,00 - 79,75
Presenca de N&o Parametro de referéncia - 0.7057
zonas alagadas Sim 0,37 0,00 - 0,37
Pastoreio com N&o Parametro de referéncia ~  ------- 1
outras espécies Sim 8,35%x1012 0,00 — Inf
Pastoreio em N&o Parametro de referéncia - 0.0308
regadio Sim 431,20 1,75 -105982,97
Estabulacéo Nao Parametro de referéncia ------- 0,7160
permanente dos Sim 2,69 0,01 - 554,74

borregos

46



Frequéncia de 2 vez ano Parametro de referéncia = ------- 0,4221

desparasitacéo 1 vez ano 9,23 0,04 — 2093,36
Estacdo do ano Inverno Parametro de referéncia -
Outono 1,12 8,71x107 - 0,9870
Primavera 0 1448499,15 1
0,00 — Inf

5.5 Resultados sanguineos

5.5.1 Relagéo entre a seroprevaléncia e os parametros do hemograma e os

pardmetros bioquimicos

Na Tabela 8 estéo expressos os dados relativos ao nimero de animais que apresentavam 0s
valores de hemograma e bioquimicos alterados em relacdo aos valores de referéncia, e a
respetiva seroprevaléncia. Foram apenas tidos em consideracdo os parametros causados por
acao do parasita em estudo, nomeadamente: anemia (HCT < 27%), hipoproteinémia (< 6 g/dL),
hipoalbuminémia (< 2,4 g/dL), FA aumentada (> 390 UI/L), AST aumentada (> 280 UI/L), ALT
aumentada (> 38 UI/L) (Jackson & Cockcroft, 2002).

Relativamente a variavel “anemia”, das 661 amostras de sangue recolhidas, néo foi possivel
obter informacéo relativa aos valores de hemograma de 48 animais, devido a hemolise do
sangue. Dos ovinos seropositivos, nenhum apresentou valores de hematocrito correspondentes

a anemia.

Nas analises bioquimicas, néo foi possivel obter os valores da proteina sérica total de 26 animais,
os valores de albumina sérica e de FA de 22 animais e os valores de AST e ALT de 25 animais.
Nenhum dos animais seropositivos apresentou alteragfes ao nivel do HCT, compativeis com
anemia e dos valores das enzimas hepéticas, mas 3,5% e 7,8% apresentavam hipoproteinémia

e hipoalbuminémia, respetivamente.

47



Tabela 8: Seroprevaléncia de F. hepatica associada as diferentes variaveis e categorias em

estudo.
Variavel Categoria n° animais n° e % animais Seroprevaléncia (%)
positivos
Anemia Sim 63 0 (0%) 0%
N&o 550 26 (4,7%) 4,8%
Hipoproteinémia Sim 174 6 (3,4%) 3,5%
N&o 461 22 (4,8%) 4,8%
Hipoalbuminémia  Sim 13 1(7,7%) 7,8%
N&o 626 28 (4,5%) 4,5%
FA aumentada Sim 46 0 (0%) 0%
N&o 593 29 (4,9%) 4,9%
AST aumentada Sim 7 0 (0%) 0%
Nao 629 29 (4,6%) 4,7%
ALT aumentada Sim 8 0 (0%) 0%
N&o 628 29 (4,6%) 4,7%

A realizacado do teste de normalidade Shapiro-wilk, para os valores do HCT, revelou um valor de

p inferior a 0,05 (p < 0,001), o que conduziu a rejeicdo da HO e a conclusdo de que os dados nédo

se encontravam normalmente distribuidos. Observou-se que, a mediana do HCT nos animais

seropositivos foi de 29,9%, enquanto a mediana do HCT dos animais seronegativos foi de 30%.

As diferencas observadas ndo foram estatisticamente significativas pelo Teste Wilcoxon

(p=0,208) (Grafico 4).
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O teste de normalidade de Shapiro-Wilk para o parametro de proteina sérica total revelou um
valor de p inferior a 0,05 (p < 0,001), indiciando que a distribuicdo dos valores ndo se encontrava
normalmente distribuida. A mediana dos valores de proteina sérica total observada nos ovinos
seronegativos foi de 6,28 g/dL, e nos ovinos seropositivos foi de 6,32 g/dL, com um valor de
p=0,7703 (Teste Wilcoxon) (Grafico 5). Ndo se observaram diferencas estatisticamente

significativas (p > 0,05) relativamente aos valores medianos para a proteina sérica total.

o | [s]

—_ o]

J @® 4 g

—_ ]

k) : °

T | : | —

}_,OU w — | : | L

5 "

Rt

w

m = -

= o

@D

= g

2

oo
[

o — (=) (=]

T T
Negativo Pasitivo

Serologia
Gréfico 5: Boxplot- Distribuicdo dos valores de proteina

sérica total nos animais seronegativos e seropositivos.

Para o parametro da albumina sérica, o valor de p obtido pelo teste da normalidade de Shapiro-
Wilk foi inferior a 0,05 (p < 0,001), pelo que se concluiu que os valores de albumina sérica ndo
seguiam uma distribuicdo normal. A mediana do valor de albumina sérica nos ovinos
seronegativos foi de 2,785 g/dL, ao passo que nos ovinos seropositivos foi de 2,850 g/dL, com
um valor de p=0,694 (Teste Wilcoxon) (Gréfico 6). Ndo foram encontradas diferencas

estatisticamente significativas (p>0,05) nos valores de mediana para a albumina sérica.
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Grafico 6: Boxplot- Distribui¢do dos valores de albumina

sérica nos animais seronegativos e seropositivos.

O resultado do teste da normalidade de Shapiro-Wilk para os valores de FA evidenciou um valor
de p inferior a 0,05 (p < 0,001), o que conduziu a concluséo de que os dados ndo se encontravam
normalmente distribuidos. A mediana dos valores de FA nos animais seronegativos foi de 193
UI/L e nos animais seropositivos foi de 143 UI/L, com um valor de p=0,006 (Teste Wilcoxon)
(Grafico 7). Verificou-se a existéncia de uma relagéo estatisticamente significativa (p < 0,05) para

as diferencas na mediana dos valores de FA.
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Grafico 7: Boxplot- Distribuicdo dos valores de FA nos

animais seronegativos e seropositivos.
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O Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para os valores do AST, revelou um valor de p inferior
a 0,05 (p < 0,001), pelo que os valores de AST ndo seguem uma distribuicdo normal. A mediana
do valor de AST nos animais seronegativos foi de 119 UI/L, enquanto nos animais seropositivos
foi de 131 UI/L, com um valor de p=0,1755 (Teste Wilcoxon) (Gréfico 8). As diferencas entre as

medianas dos valores de AST n&o foram estatisticamente significativas (p > 0,05).
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Grafico 8: Boxplot- Distribuigdo dos valores de AST

Nnos animais seronegativos e seropositivos.

A realizacéo do teste de normalidade Shapiro-wilk para o parametro bioquimico ALT, revelou um
valor de p inferior a 0,05 (p<0,001), o que levou a conclusdo de que distribuicdo dos dados néo
é normal. A mediana do valor de ALT nos ovinos seronegativos foi de 17 Ul/L e nos ovinos
seropositivos foi de 20 UI/L, com um valor de p= 0,0027 (Teste Wilcoxon) (Grafico 9). As
diferencas entre as medianas para os valores de ALT foram estatisticamente significativas
(p<0,05).
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Grafico 9: Boxplot- Distribuigdo dos valores de ALT

Nos animais seronegativos e seropositivos.

5.6 Total de animais positivos: Sedimentacao natural modificada e
ELISA

Dos 29 animais positivos pelo teste ELISA, 13 apresentaram ovos de F. hepatica na técnica de
sedimentacdo natural modificada, enquanto dos 14 animais positivos pela técnica de
sedimentacdo, 1 foi negativo para a presenca de anticorpos anti-F.hepatica. Assim, as duas
técnicas combinadas permitiram detetar um total de 30 ovinos positivos no universo dos 675
animais incluidos no estudo (Tabela 9).

5.6.1 Concordancia das técnicas laboratoriais

Encontram-se expressos na Tabela 9 os dados da analise do grau de concordancia entre os
resultados obtidos pela coprologia, para pesquisa de ovos nas fezes e pela serologia, para
pesquisa de anticorpos especificos contra F. hepatica. Analisando o valor de Kappa obtido (0,59),
conclui-se que existe um grau de concordancia moderada (Landis & Koch, 1977) entre as duas

técnicas laboratoriais empregues.
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Tabela 9: Total de animais positivos para F. hepatica pelas técnicas laboratoriais realizadas e

respetivo valor de kappa.

Técnica laboratorial n° animais  n° animais Kappa
positivos (ICo5%)

Sedimentacao natural modificada 675 14 0,59

ELISA 661 29 (0,52-0,66)

Total (Sedimentacao natural modificada + 675 30

ELISA)

5.7 Analise geografica

5.7.1 Caracterizacdo das exploracdes

As amostras incluidas no estudo foram recolhidas num total de 28 explora¢des em 15 concelhos

e 23 freguesias na regido do Alentejo (Anexo 4). Das explorag@es visitadas, 15 localizavam-se

no distrito de Evora, 8 no distrito de Portalegre e 6 no distrito de Beja. Por exploragéo foram

testados em média 24,1 animais. O efetivo ovino total nestas exploragBes apresentava uma

dimensdo média de 738,2 animais, variando entre 69 e 2107 animais. As areas de pastoreio

disponiveis possuiam em média 477,5 ha, variando entre 32 ha e 1146 ha.

5.7.2 Distribuicéo por distrito

O distrito com o maior nimero de animais testados foi Evora (58%), seguido do distrito de

Portalegre (28%) e do distrito de Beja (14%) (Gréfico 10).

Ovinos testados por distrito

70%
< 50%
=
< 40%
o
2 20% 14,0%
>
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Distritos

Evora
E Beja
m Portalegre

Grafico 10: Distribuicao (%) dos ovinos testados em fungéo dos

distritos.

53



Ao considerar o0 nimero de casos de infecdo por F. hepatica, verificamos que grande parte dos
casos positivos se concentrou no distrito de Evora, com uma prevaléncia de 7,4%, e Beja com

1,1%. N&o foram detetados animais positivos em Portalegre (Tabela 10).

Tabela 10: Distritos e nimero de animais testados, nimero de animais positivos e respetivas

prevaléncias.

Distrito n° animais n° animais Prevaléncia distrito [Cos%
Positivos

Evora 391 29 7,4% 5,21-10,45%

Beja 95 1 1,1% 0,19-5,72%

Portalegre 189 0 0% 0-1,99%

5.7.3 Exploragbes positivas

As exploracdes foram consideradas infetadas, quando pelo menos um animal obteve um
resultado positivo quer pela técnica de sedimentacdo natural modificada, quer pela técnica
ELISA. Assim, das 28 exploracdes amostradas, 4 foram positivas para F. hepatica, o que se
traduziu numa percentagem de explorac6es infetadas de 14,3%. Das 4 explora¢des positivas,
todas apresentaram pelo menos um animal positivo pela técnica ELISA e 2 exploracdes

apresentaram pelo menos um animal positivo para ambas as técnicas.

Na Figura 14 encontra-se representada a distribuicdo geografica das 28 exploracdes visitadas e
a respetiva prevaléncia intraexploracdo nas explora¢cfes consideradas positivas. A prevaléncia

intraexploragéo variou entre 6,7% e 80,7%.
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Figura 14: Distribuicao geograficas das exploragfes amostradas e

prevaléncia intraexploracao nas exploracdes positivas.

5.7.3.1 Distribuicdo por concelho e freguesia

As 4 exploracgdes positivas identificadas no trabalho localizavam-se em 4 freguesias pertencentes
a 4 concelhos na regido do Alentejo. Os valores de prevaléncia foram inferiores a 15% em todas
as freguesias, a excegédo de Vendas Novas que se destacou por apresentar uma prevaléncia de
80,7% (Tabela 11).
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Tabela 11: Freguesias e concelhos positivos, nUmero de animais testados, nimero de animais

positivos e respetivas prevaléncias.

Distrito Concelho Freguesia n° n° Pos. Prevaléncia Prevaléncia
animais animais concelho freguesia
concelho freguesia (ICo5%) (ICo5%)
Evora  Vendas Vendas 31 31 25 80,7% 80,7%
Novas Novas (63,7-90,8%) (63,7-90,8%)
Arraiolos Arraiolos 14 14 2 14,3% 14,3%
(4-39,4%) (4-39,4%)
Mour&o Granja 30 30 2 6,7% 6,7%
(1,9-21,3%) (1,9-21,3%)
Beja Beja Albernoa 22 15 1 4.6% 6,7%

(0,8-21,8%)

(1,2-29,8%)

6. Discussao

Os resultados obtidos na presente dissertacdo de mestrado revelaram que, 0s ovinos das racas
Merina Branca e Merina Preta apresentaram uma baixa prevaléncia de F. hepatica nas regifes
do Alentejo em estudo. A investigacdo dos possiveis fatores de risco associados a serologia
positiva a F. hepatica, apenas identificou a variavel “Pastoreio em regadio” como estatisticamente

significativa.

Neste estudo, as analises coproldgicas realizadas apontam para uma percentagem de ovinos
infetados de 2,1% (14/675). Estes dados vao ao encontro da prevaléncia de 1,8%, ja discutida
anteriormente, obtida por Ruano et al. (2019) num estudo que envolveu ovinos da raca Churra
Galega Mirandesa do municipio de Miranda do Douro (distrito de Braganca). Num outro estudo,
realizado na regido do Baixo Alentejo ndo foram detetados animais positivos para F. hepatica
pelo método de sedimentacéo (Banha, 2016). A nivel europeu, os valores de prevaléncia obtidos
por coprologia variam muito, tendo sido determinada uma prevaléncia geral de F. hepatica de
aproximadamente 16% para a Europa. Os valores mais elevados foram reportados na Irlanda
(cerca de 62%), e os mais baixos na Suica (cerca de 4%) e ltalia (cerca de 8%) (Rinaldi et al.,
2015).

A prevaléncia de F. hepatica, determinada no presente trabalho através da andlise seroldgica de
661 soros com o kit comercial IDEXX Fasciolosis Verification test (ELISA) foi de 4,4% (29/661).
Este valor ndo difere muito da seroprevaléncia de 1% obtida anteriormente por Banha (2016) em
ovinos e caprinos do Baixo Alentejo utilizando um teste de ELISA indireto (POURQUIER-ELISA

Fasciola hepatica Serum and Milk Verification). No que respeita a estudos realizados em
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ovinos no continente europeu, na Turquia (regido do mar negro), Acici et al. (2017) obtiveram
uma seroprevaléncia de 31,4% utilizando um teste ELISA indireto e, em Espanha (Galiza), a
prevaléncia determinada através de testes ELISA sanduiche e ELISA indireto foi de 39,1% e
56%, respetivamente (Paz-Silva et al., 2003). No continente Asiatico, nomeadamente na China
(planalto Qinghai-Tibete), o resultado de seroprevaléncia determinado pelo mesmo Kit comercial
ELISA empregue no presente ensaio foi de 37,1% (Gao et al., 2020). No que respeita ao
continente americano, Munguia-Xd4chihua et al. (2007) recorrendo a técnica de ELISA indireto
obteve uma prevaléncia de 30,6% numa area semidesértica na zona noroeste do México. Ja no
continente africano, na Tunisia (Oasis de Gafsa), a seroprevaléncia registada foi de 35%
(Hammami et al., 2007).

A discrepéancia entre os valores encontrados na regido em estudo e os reportados a nivel global
podem ser explicados pela existéncia de condi¢cdes ecoldgicas, geoclimaticas e de origem
antrépica locais menos propicias ao desenvolvimento dos ovos e estadios larvares do parasita,
bem como do seu hospedeiro intermediario (Beesley et al., 2018). Como é sabido, as condi¢bes
climéticas, principalmente de humidade e temperatura, influenciam fortemente o ciclo de vida de
F. hepatica e o desenvolvimento de G. truncatula, o que se reflete na intensidade e impacto desta
infecdo parasitaria. Assim, deve ser tido em conta o periodo temporal no qual o estudo decorreu,
entre o final do verdo de 2019 (agosto 2019) e o inicio do Inverno de 2021 (janeiro 2021). De
acordo com o Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA), o ano de 2019 classificou-se
como quente e seco. O valor médio de temperatura média do ar foi de 15,58 °C (+0,32 °C em
relagdo ao valor normal), e o valor médio da temperatura minima do ar foi de 9,61 °C (-0,41 °C
em relagdo ao valor normal). Em relacdo a precipitacdo total anual, o valor médio de 7556 mm
correspondeu a cerca de 86% do valor normal, com valores de precipitagdo particularmente
baixos no Alentejo (IPMA, 2019). O ano de 2020 foi o quarto ano mais quente dos ultimos 90
anos em Portugal continental e foi qualificado como muito quente e seco. Registou-se um valor
médio da temperatura médio do ar de 16,22 °C (+0,96 °C em relacgdo ao valor normal), e um valor
médio da temperatura minima do ar de 10,49 °C (+0,47 °C em relacdo ao valor normal). A
precipitacdo total anual, 746,8 mm, correspondeu a cerca de 85% do valor normal, o que
contribuiu para a situagéo de seca meteoroldgica, especialmente nas regides a sul do Tejo e com
maior incidéncia no Baixo Alentejo (IPMA, 2020). Janeiro de 2021, foi um més muito frio e seco,
0 quarto més mais frio dos ultimos 20 anos. O valor médio de temperatura média foi de 8,02 °C
(-0,79 °C em relacdo ao valor normal) e o valor médio de temperatura minima de 3,73 °C (-0,81
°C em relagdo ao valor normal). A quantidade de precipitacdo em janeiro foi de 90,8 mm,
correspondente a 77% do valor normal, o que favoreceu o aparecimento da classe de seca fraca
nalguns locais do Baixo Alentejo (IPMA, 2021). No geral, durante o periodo em estudo,
constaram-se temperaturas médias (acima de 15 °C) e minimas (superiores a 5 °C) favoraveis

ao desenvolvimento do parasita e do seu hospedeiro intermediario. Porém, os baixos valores de
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precipitacdo verificados, e a consequente falta de humidade, terdo constituido um importante

fator limitante ao ciclo biolégico de F. hepatica, resultando em interrupgdes deste.

Para além disto, importa ter em conta a idade dos animais avaliados. O facto de estes serem
ainda jovens, com idade inferior a 12 meses, poderd ter contribuido para a baixa seroprevaléncia
observada. A bibliografia existente aponta para prevaléncias superiores em animais mais velhos
ja que estes estdo expostos a uma maior pressao de infecdo pelas metacercarias, devido a
permanéncias mais longas na pastagem. Desta forma, quanto mais velho for o animal, maior é
a probabilidade deste, durante a sua vida, contactar com a forma infetante do parasita e,
consequentemente, desenvolver infecdo (Rinaldi et al., 2015; Gao et al.,, 2020). Ademais, a
duragdo minima para que o ciclo de vida do parasita se complete é de 17 a 19 semanas (Taylor
et al., 2016) pelo que é improvavel encontrar valores de prevaléncia elevados em animais tdo
jovens (Pinilla et al., 2020). Coloca-se também a hipétese de que, a baixa prevaléncia verificada
seja resultado de uma resisténcia e resiliéncia a infecdo parasitaria por F. hepatica por parte da
raga ovina Merina Preta e Merina Branca. Boyce et al., (1987) e Bishop & Morris, (2007) referem
nos seus estudos que as racas autéctones sdo mais resistentes ao parasitismo

comparativamente as racas exoticas ou menos bem-adaptadas ao meio ambiente.

A grande maioria dos produtores visitados aplicava dois tratamentos anti-helminticos anuais de
forma profilatica, o que reduz significativamente as possibilidades de infecdo. N&do obstante,
importa realcar que o esquema de desparasitacdo com dois tratamentos fasciolocidas anuais
apenas esta recomendado em areas onde a ocorréncia de fasciolose é considerada endémica
(Vazquez & Pérez, 2001).

Embora se tenha registado uma seroprevaléncia superior nos ovinos Merino Branco (6,7%), em
relagdo aos ovinos Merino Preto (0,8%), a andlise dos potenciais fatores de risco relacionados
com a serologia positiva a F. hepatica ndo identificou a variavel “Raga” como estatisticamente

significativa.

Para a variavel “Sexo”, verificou-se um seroprevaléncia superior no sexo feminino (4,8%),
comparativamente ao sexo masculino (1,4%). O fator sexo néo foi reconhecido como fator de
risco, 0 que estd de acordo com estudos anteriormente realizados (Valderrama Pomé, 2016;
Pinilla et al., 2020). Por outro lado, outros autores reconhecem o sexo como um fator de risco
(Gao et al., 2020). Importa dizer que as fémeas poderéo estar mais predispostas ao parasitismo,
devido ao stress e depressao do sistema imunoldgico durante a gestacéo e no periodo peri-parto
(Urquhart et al., 1996).

Relativamente a variavel “ldade”, apenas se registaram animais serologicamente positivos entre
a faixa etéria dos 6 aos 12 meses (5,1%). A maior incidéncia da infecdo nos animais mais velhos
pode ser explicada pelo facto de que, a medida que a idade avanca, aumentam as possibilidades

dos ovinos contactarem com a forma infetante do parasita e contrairem a infecdo. Também esta
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variavel ndo foi considerada um fator de risco porém, a informacé&o veiculada por outros estudos
contrariam este resultado ao confirmarem a existéncia de um risco de infecdo mais elevado

associado a animais mais velhos (Rinaldi et al., 2015; Gao et al., 2020; Pinilla et al., 2020).

A seroprevaléncia nos efetivos de menor dimensao (8,1%), “< 500 animais”, foi superior a
seroprevalincia dos efetivos de maior dimensao (0,6%), com “= 500 animais”. Contrariamente ao
observado, Abdel-Hakeem & Omar, (2019) obtiveram prevaléncias superiores em rebanhos de
maior tamanho o que, segundo estes, esté relacionado com uma maior densidade de animais no
rebanho, favorecendo um contacto mais frequente com a infecéo entre as ovelhas saudaveis e
as parasitadas por F. hepatica. A seroprevaléncia superior observada nos rebanhos de menor
dimensédo podera estar associada a préticas de gestdo do rebanho que ndo foram aferidas no
inquérito aplicado aos agricultores. Embora na analise dos fatores de risco, o “Tamanho de
efetivo” ndo tenha sido significativo, Takeuchi-Storm et al., (2017) e Bennema et al., (2011)
reconheceram nos seus estudos a dimenséo do efetivo como um fator de risco. Estes autores
apontam igualmente a densidade do efetivo e causas ndo determinadas ligadas ao maneio da
exploracdo como possiveis explicacdes para os seus achados.

As exploracdes com zonas alagadas apresentaram uma seroprevaléncia mais elevada (10,6%),
comparativamente as exploracfes sem zonas alagadas (0,5%). No entanto, contrariamente ao
que seria esperado, a variavel “Presenga de zonas alagadas”, ndo foi considerada
estatisticamente significativa no modelo misto. A existéncia de zonas alagadas é um fator de
risco sugerido na literatura e confirmado por varios estudos, jA que estes tipos de areas
proporcionam o ambiente ideal para a sobrevivéncia e propagacao do hospedeiro intermediario
G. truncatula (Kantzoura et al., 2011; Taylor et al., 2016; Takeuchi-Storm et al., 2017).

No que respeita a variavel “Pastoreio com outras espécies”, todos 0s animais seropositivos eram
provenientes de exploragfes cujo pasto era partilhado com outros animais (11,4%). Estes dados
sdo suportados por Pinilla et al., (2020) que registou valores de prevaléncia mais elevados em
ovinos que coabitavam com varias espécies. O “Pastoreio com outras espécies” perdeu
significancia na investigacdo dos fatores de risco, resultado que € apoiado por Munita et al.,
(2019), que também ndo encontrou nenhuma relagéo entre a infe¢édo por F. hepatica e o pastoreio
de ovelhas em conjunto com outros animais. Apesar de ter sido recolhida informacao relativa a
espécie com a qual os ovinos partilhavam o pasto, esta nédo foi incluida no tratamento estatistico
dos dados devido ao nimero insuficiente de respostas obtidas.

Por outro lado, verificou-se que a variavel “Pastoreio em regadio” estava associada a um maior
risco de infecdo por F. hepatica. Estes dados sdo corroborados por Durr et al., (2005), que
também identificou o regadio como um fator de risco significativo para a presenga de fasciolose,
e por Vazquez & Pérez (2001) que identifica as areas de regadio como locais onde prevalece

uma maior concentracdo de metacercarias.
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Para os borregos com estabulacdo permanente a seroprevaléncia foi inferior (1,1%) em relacéo
ao que ndo eram colocados em estabulacédo permanente (8,5%). Os borregos nao estabulados
estardo mais suscetiveis a infecdo, devido a possibilidade de pastarem em campos
contaminados com metacercarias, o que pode explicar a desigualdade entre as seroprevaléncias
observadas. No entanto, a variavel “Estabulacdo permanente dos borregos” também nao foi

identificada como fator de risco.

Embora nédo tenha atingido significancia estatistica, 0os ovinos sujeitos a desparasitacdo uma vez
por ano apresentaram uma seroprevaléncia superior (18,4%) relativamente aos ovinos
desparasitados duas vezes ao ano (0,6%). Estes dados vdo ao encontro dos resultados de
Munita et al., (2019), que verificaram que a maioria dos rebanhos negativos recebiam dois
tratamentos anti-helminticos por ano, tendo a frequéncia da desparasitacdo sido identificada
como um fator de risco pelo autor. Infelizmente, nao foi possivel relacionar a serologia positiva a
F. hepatica com o tipo de anti-helmintico utilizado, bem como a altura da sua administracéo pelos

produtores por falta de resposta nos inquéritos realizados.

Em relacéo a estacdo do ano em que as amostras foram recolhidas, o outono foi a estacdo com
a sereprevaléncia mais elevada (6,4%), logo seguido do inverno (1,4%) e por fim o ver&o (0%).
Estes resultados séo consistentes com a informag&o transmitida pela literatura que refere o
outono como o periodo de maior risco de infecdo para os hospedeiros definitivos (Vazquez &
Pérez, 2001). No verdo, o risco de infecdo € geralmente baixo, devido a altas temperaturas e a
baixa pluviosidade caracteristica dos meses mais quentes e secos (Rojo-Vazquez et al., 2012;

Caminade et al., 2015) o que ajuda a explicar a inexisténcias de casos positivos nesta estacdo.

Embora a reducdo do HCT e consequente anemia seja uma alteracdo do hemograma
evidenciada pelos animais acometidos por fasciolose (Rojo-Vazquez et al., 2012; Mehlhorn,
2016a), nenhum dos 29 ovinos seropositivos apresentou valores de HCT correspondentes a
anemia. Para além disto, a mediana do HCT dos animais seronegativos e seropositivos foi
idéntica (p=0,208). Estes dados sédo contrariados por estudos anteriores, que verificaram a
ocorréncia de anemia em ovelhas infetadas por F. hepatica (Matanovi¢ et al., 2007;
Lotfollahzadeh et al., 2008; Valero et al., 2008; Fouda et al., 2013) e a existéncia de valores
médios do HCT inferiores, comparativamente a animais nédo infetados (Valero et al., 2008). As
cargas parasitarias que acometeram 0s animais avaliados poderao ter sido insuficientes para

provocar redugfes do HCT compativeis com anemia, o que podera justificar os dados obtidos.

No que concerne aos parametros bioquimicos avaliados, nomeadamente a proteina sérica total,
albumina sérica, FA, AST e ALT, ndo se detetaram alteracdes relevantes nos animais positivos
a F. hepatica. O teste ndo paramétrico de Wilcoxon aplicado a analitica bioquimica revelou a
existéncia de uma diferenca significativa entre as medianas do grupo de seropositivos e de
seronegativos apenas em relagdo aos parametros FA (p= 0,006) e ALT (p= 0,0027). Embora

varios estudos indiqguem um aumento das enzimas hepaticas, designadamente da FA, AST e
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ALT, e a diminuicdo sérica das proteinas totais e da albumina sérica em animais comfasciolose
(Lotfollahzadeh et al., 2008; Kozat & Denizhan, 2010; Fouda et al., 2013; Nasreldin & Zaki, 2020).
alguns autores ndo registaram aumentos nos valores de AST e ALT nos animais infetados (Bulgin
et al., 1984; Matanovi¢ et al., 2007; Hodzi¢ et al., 2013). A AST aumenta durante a passagem
das formas imaturas pelo parénquima hepatico, regressando aos valores normais cerca de 11
semanas apos a infe¢do (Gonzalo-Orden et al., 2003). Assim, o facto de nao se ter observadoo
aumento desta enzima em nenhum animal seropositivo pode ser justificado pela inexisténcia de
formas parasitarias migrantes. Apesar da FA e das enzimas ALT e AST serem indicadoras de
lesdo hepatobiliar e hepatocelular, respetivamente (Boone et al., 2005), outros autores
demonstraram que a medi¢do das enzimas GDH e GGT podera ser mais sensivel na avaliagdo
de lesdes ao nivel do figado e dos canais biliares em situagfes de fasciolose (Urquhart et al.,
1996; Kozat & Denizhan, 2010). Importa salvaguardar que, ndo é possivel garantir que todos os
animais testados se encontravam parasitados, visto que um resultado serolégico positivo apenas
indica que o animal teve contacto com o parasita, no passado ou presente, e como consequéncia
desenvolveu uma resposta imunolégica (Alvarez Rojas et al., 2014). A auséncia de parasitismo
no momento da recolha das amostras pode ter sido o motivo pelo qual os parametros

hematoldgicos e bioquimicos ndo apresentarem alteracoes.

A prevaléncia detetada pela abordagem seroldgica (4,4%) foi superior a detetada pela coprologia
(2,1%). A diferenca entre a coproprevaléncia e a seroprevaléncia foi relatada de forma
semelhante em estudos anteriores que mostraram valores mais elevados de prevaléncia com
base em analises serologicas em comparacdo com o método coproldgico (Munguia-X6chihua et
al., 2007; Paz-Silva et al., 2010). A explicacdo para esta diferenca é que os anticorpos anti-F.
hepatica, que se desenvolvem duas a quatro semanas ap0s o inicio da infecdo, podem ser
detetados muito antes da dete¢&o de ovos nas fezes, que s estao presentes 10 semanas ap0s
a infecdo (Taylor et al., 2016). Além disso, os anticorpos permanecem em circulacdo até 20
semanas apos a infecdo. Portanto, animais recentemente expostos ao parasita, assim como 0s
que recuperaram da infecao, irdo testar positivo para a presenca de anticorpos anti-Fasciola sem

haver eliminacéo de ovos nas fezes (Alvarez Rojas et al., 2014).

Contrariamente ao que seria esperado, 1 dos 14 animais positivos pela técnica de sedimentacéo,
testou negativo para a presenca de anticorpos anti-F. hepatica. Como a seroconversao ocorre
mais cedo do que a libertacdo de ovos para o exterior, 0 expectavel seria que todos os animais
gue testassem positivo ao exame das fezes também testassem positivo no ensaio serolégico.
Uma possivel explicagdo para o sucedido podera estar relacionada com a idade dos animais
gue, por serem ainda jovens, apresentam um sistema imunitario ainda imaturo traduzindo-se
numa resposta imunoldgica inapropriada ao estimulo antigénico do trematode (Paz-Silva et al.,
2003). Ainda que, o kit comercial IDEXX Fasciolosis Verification test apresente um valor de
sensibilidade elevado, nomeadamente 99%, ndo podemos excluir a possibilidade de estarmos

perante um resultado serolégico falso negativo.
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A comparacdo entre os resultados obtidos através da técnica de sedimentacdo natural
modificada e os resultados obtidos através da técnica de ELISA, evidenciaram um grau de
concordancia moderado pelo teste de Kappa. Estes resultados vao ao encontro do que era
previsto, jA que a maioria das amostras analisadas por coprologia com resultado positivo,

também testaram positivo a serologia.

Por fim, a andlise da distribuicdo geogréafica dos ovinos e exploragGes identificadas como
positivas na regido do Alentejo, evidenciou uma aparente aglomeragdo de casos positivos no
distrito de Evora, mais concretamente no concelho e freguesia de Vendas Novas, com
prevaléncias de 7,4% (29/391) e 80,7% (25/31), respetivamente. A percentagem de exploracdes
infetadas foi de 14,3% (4/28) tendo as prevaléncias intraexploracao variado entre 6,7% e 80,7%.
Apesar de, na regido do Alentejo, as condi¢des edafocliméaticas condicionarem a existéncia de
gastropodes aquaticos, principalmente devido a reduzida pluviosidade e baixo predominio de
terrenos de regadio, poderdo ocorrer, em algumas explora¢cfes, pequenas areas proximas de
ribeiros, barragens, ambientes inundaveis e humidos, propicias a manutencgéo do ciclo de

F. hepatica. Associado a presenca de temperaturas 6timas, este parasita podera encontrar ai as
condi¢des necessarias para se desenvolver (Banha, 2016). Assim, tal como descrito, a existéncia
de microclimas favoraveis ao desenvolvimento do parasita, podera estar na origem das distintas
prevaléncias espaciais observadas. A disparidade entre os valores de prevaléncia
intraexploracé@o podera ter sido influenciada pelas diferentes préaticas de producéo e gestéo da
exploracdo adotadas pelos produtores, principalmente no que diz respeito ao controlo e profilaxia
da doenca. Ressalva-se que, esta andlise € apenas observacional, sendo necessarios outros
estudos, com instrumentos de analise espacial mais adequados, para se definir padrdes e

contruir mapas de risco para a ocorréncia da fasciolose.

Existiram naturalmente algumas limitagbes neste estudo, nomeadamente a exclusdo de
amostras de sangue, o que impossibilitou a obtencao dos valores de hemograma e bioquimicos
e a obtencdo de soro para realizacdo dos testes seroldgicos. A hemdlise das amostras
sanguineas e falhas na recolha das mesmas estardo na origem da sua exclusdo. Também a
ocorréncia de falhas na resposta a certas questbes do questionario ter4 impossibilitado o
tratamento e apreciacdo de alguns dados que se poderiam vir a relevar interessantes. A
dimenséo da amostra, apesar de significativa, poderia ter sido mais uniforme no que a raga, sexo
e idade dos animais diz respeito. Além disto, a inclusdo neste estudo de animais jovens, com
idade inferior a 12 meses, constituiu certamente uma limitacdo ao mesmo. Paralelamente aisto,
por se se tratar de um estudo experimental no ambito de uma dissertacdo de mestrado, o periodo

temporal limitado que Ihe esté associado tera sido um dos principais fatores limitadores.
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7. Conclusao

O estudo elaborado na presente dissertacdo cumpriu o objetivo a que se prop6s, ao fornecer
novos dados epidemioldgicos que permitiram clarificar e melhorar o conhecimento do panorama
atual relativamente a prevaléncia de F. hepatica na regido do Alentejo, com especial foco nas
racas autdctones Merina Branca e Merina Preta. A escassez de informagéo sobre esta tematica,
principalmente no que respeita a dados de seroprevaléncia, ndo sé ao nivel da regido em estudo

como a nivel nacional, vem reforcar a importancia da realizacdo deste trabalho.

Perante os resultados de prevaléncia apresentados, nomeadamente de 2,1% pela coprologia e
4,4% pela andlise seroldgica, foi possivel concluir que os ovinos das ragas Merina Branca e
Merina Preta apresentaram uma baixa prevaléncia de F. hepatica na regido em estudo. Para este
facto terdo contribuido as caracteristicas edafocliméticas da regido alentejana, marcadas
principalmente pela reduzida pluviosidade e escassez de pastoreio em regadio, a idade jovem
dos animais testados, e as praticas de maneio adotadas pelos produtores, sobretudo a
frequéncia bianual de desparasitagdo. Por outro lado, levanta-se a possibilidade de resisténcia
genética a infecdo por F. hepatica destas racas autdctones, conhecidas pelas suas
caracteristicas de longevidade e resisténcia as doencas, que se apresenta como uma
possibilidade a ser explorada. A selecdo de ovelhas mais resistentes as parasitoses é uma das
estratégias apontadas para diminuir o uso de anti-helminticos, diminuir a contaminacdo das
pastagens e reduzir as perdas econémicas associadas a fasciolose (Torgerson & Claxton, 1999;
Abbott et al., 2012).

Este valor de prevaléncia ndo se relevou surpreendente, tendo em conta que Banha (2016) ja
tinha reportado prevaléncias igualmente baixas para a zona do baixo Alentejo. No entanto, este
estudo de prevaléncia parece ser o primeiro a abranger uma &rea geogréfica tdo extensa, que
abrangeu areas do Alto Alentejo (Portalegre), do Centro Alentejo (Evora) e do Baixo Alentejo
(Beja).

Relativamente aos fatores de risco, o “Pastoreio em regadio” foi o Unico fator que apresentou
relevancia estatistica. Salienta-se a importancia da investigacdo e identificacdo dos fatores de
risco para o desenvolvimento de medidas de controlo adequadas, de forma a reduzir a incidéncia
da doencga, bem como na necessidade de tratamento, a fim de aumentar a eficiéncia produtiva

dos animais (Kantzoura et al., 2011).

A concentracio observada de casos positivos no distrito de Evora, especialmente no concelho e
freguesia de Vendas Novas, e a percentagem relativamente elevada de animais infetados nas
exploracdes, que variou entre 6,7% e 80,7%, realca o papel que os microclimas e os tipos de
producé@o e sistema de pastoreio podem exercer nas exploragfes agropecuarias, levando a
diferencas consideraveis na distribuicdo geografica dos valores de prevaléncia. Ainda que, o

namero total de animais positivos ndo tenha sido expressivo, os 14,3% de exploracdes positivas
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permite-nos sugerir que a infecdo parasitaria por F. hepatica, embora ndo predomine na regiéo,
pode ter mais relevancia do que a que Ihe é conferida presentemente. A economia da regido
alentejana depende fortemente da criacdo e producdo animal e, portanto, os agricultores néao

devem negligenciar a importancia que a fasciolose apresenta para a espécie ovina.

Atendendo as alteracgdes climéticas que se tém vindo a registar, particularmente desde a dltima
década, é de suma importancia continuar a avaliar e monitorizar o parasitismo por F. hepatica
em Portugal, para melhor perceber a dindmica epidemiolégica deste parasita no nosso pais, ja
que se perspetivam alteraces na sua abundancia, distribuicdo espacial e sazonalidade. Neste
sentido, a vigilancia constante, através do desenvolvimento e implementacéo de sistemas de
previsdo de risco, sdo uma ferramenta crucial para auxiliar os agricultores a prever 0 momento
ideal para a administragdo dos farmacos antiparasitarios e/ou implementacdo de medidas
estratégicas de controlo.

Futuramente, seria relevante a realizacdo de uma pesquisa a nivel nacional, envolvendo outras
racas ovinas exploradas em Portugal, em conjunto com amostras recolhidas de outros locais, por
exemplo do norte do pais, onde as condi¢Bes climaticas e agro-ecoldgicas, sdo destintasdo
Alentejo e aplicando inquéritos aos produtores semelhantes ao deste trabalho para se determinar
a existéncia de uma relacéo entre a prevaléncia deste parasita, a raca dos ovinos, a localizagédo

das exploragdes, e os fatores de risco associados a infe¢édo por F. hepatica.
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9. Anexos



9.1 Anexol

Inquérito epidemiolégico aplicado as exploragdes intervencionadas através do programa
Survey 123 for ArcGIS®.

Data e hora

Identificagdo do produtor

Marca da explorac2o

Namero de fémeas adultas

NGmero de machos adultos

NGmero total de barregos

Efetivo total

Efetivo adulto

Pretende adicionar fotografias ao formulario?

Os ovinos pastam com animais de outras espécies?
Que espedes?

Nasz dreas onde est3o 0z ovinos existem c3es?
Quantos caes?

Nas dreas onde est3o oz ovinos existem gatos?
Quantos gatos?

Quzl é a drea de pastoreio?

O pastoreio € em regadio?

Qua! & 3 sua distribuig2o anual?

Em que mes=s?

Pastoreio em s=queiro?

Qual € 3 sua distribuig2o anual?

Em que mes=a?

Praticam tempos em vazio entre pastoreios?
Quanto tempo?

Nos meses de chuva existem zonas de pastoreio alagadas?
Como tem sido feita 3 substituicdo de reprodutores nos Gltimos 3 anos?
Quzl 2 taxa de repozic3o externa?

Quzl 2 taxa de repozic3o de intema?

Quzl 2 taxa de repozicZo de intema?

Os borregos est3o em estabulago permanente em algum periodo do ano?
Em que mes=s?

Quzl o local dos partos?

Qual a frequéndia das desparasitagdes?

Qual?



9.2 Anexo 2

Técnica combinada Mini-Flotac e sedimentagao

Materiais e solugbes:

e Balanca de preciséo;

e Copos de vidro;

e Centrifuga;

e Varetas de vidro;

e Funis de vidro;

e Crivos (“passador de cha”);

e Tubos conicos tipo Falcon 50 ml;
e Tubo cénicos tipo Falcon 15 ml,
e Pipetas descartaveis;

e Solucéo saturada NacCl;

e Agua;

e Solucéo de azul de metileno;

¢ Placa de Petri graduada;

e Estereoscopio binocular com luz subplatina.

Procedimento:

1. Para cada um dos animais, pesar 5 g de fezes em copos de vidro;

2. Proceder a homogeneizacao das fezes em 45 ml de solugéo saturada de NaCl, o
correspondente a uma diluicéo de fezes de 1:10;

Passar a suspensao obtida por um crivo para um tubo tipo Falcon de 50 mi;

4. Encher as camaras de Mini-Flotac com a suspenséo filtrada, esperar 10 minutos, rodar
o disco de Mini-Flotac e proceder ao diagnéstico e contagem de ovos de nematodes
gastrointestinais e coccideas;

5. Centrifugar a suspenséo a 2000 RPM durante 3 minutos;

Descartar o sobrenadante e ressuspender o sedimento com Agua até perfazer um
volume de 50 ml;

7. Descartar 20 ml da suspensdao, e voltar a encher o tubo com agua até perfazer um
volume de 45 ml. Obtém-se assim uma diluigdo de fezes de 1:15 (1g de fezes em 15 ml
de agua);

8. Transferir 15 ml da suspenséo, com ajuda de um funil de vidro, para um tubo tipo Falcon
de 15 ml através de um segundo crivo de malha mais apertada, para remocéo de detritos.

Cada tubo Falcon passa assim a ter o equivalente a 1g de fezes;



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Esperar 10 minutos para a suspensédo sedimentar e retirar 0 sobrenadante;

Repetir o Gltimo passo o numero de vezes necessario até se obter um sobrenadante
limpido (aproximadamente 3 vezes);

No final da lavagem, ressuspender o sedimento novamente num volume de 15 ml de
agua;

Transferir a suspensdo, em todo ou em partes (dependendo do volume de sedimento),
para uma placa de Petri com grelha de contagem e, se necessario, adicionar 5 ml de
agua para diluir a amostra e facilitar a visualizacao dos ovos;

Adicionar 2 gotas de azul de metileno, para melhorar o contraste entre 0s ovos € 0
sedimento;

Proceder a pesquisa e contagem dos ovos de F. hepatica ao estereoscépio binocular
(20x-40x);

Calcular o nimero de ovos por grama de fezes (OPG) da seguinte forma: sabendo que
cada tubo contém o equivalente a 1 g de fezes, o nimero de OPG é calculado tendo em

conta o volume retirado para a placa de contagem.



9.3 Anexo 3

Protocolo laboratorial IDEXX Fasciolosis Verification test

Reagentes fornecidos no Kkit:

Placas impregnadas com antigénio 2;
Controlo positivo;

Controlo negativo;

Conjugado concentrado (100X);
Tampdo de diluicdo das amostras;
Tampéo de diluicdo do conjugado;
Substrato TMB;

Solugéo stop;

Concentrado de lavagem (20X).

Materiais:

Micropipetas monocanal de 10, 100 e 1000 pl;

Micropipeta multicanal de oito canais de 5-100 pl [;

Pontas de pipeta descartaveis;

Proveta graduada de 100 ml;

Leitor de placas para 96 pocos Dynex MRX equipado com filtro de 450 nm;
Agua destilada ou deionizada para preparacdo dos reagentes;

Parafiim M®;

Material absorvente (papel absorvente);

Agitador de placas.

Incubadora capaz de manter a temperatura de +37 °C (= 3 °C).

Procedimento:

1.

Preparacéo dos reagentes:

Todos os reagentes devem estar a temperatura de 18-26 °C antes do seu uso. Misturar
gentilmente os reagentes através de inversdo ou movimentos circulares leves;

Solucgéo de lavagem: Diluir o concentrado de lavagem (20X) na proporgéo de 1:20 com
agua destilada/deionizada antes do uso. Esta solugdo € estavel até 3 dias se
armazenada a temperatura de 2-8 °C;

Conjugado: Diluir o conjugado concentrado na propor¢cdo de 1:100 no tampdo de

diluicdo N°1. A solugdo do conjugado (100X) diluida é estavel até 8 horas a 18-26°C;



Preparacdo das amostras:

e Aguardar 10-15 minutos até que as amostras de soro refrigeradas figuem a temperatura
ambiente antes de serem utilizadas. As amostras que se encontravam congeladas eram
colocadas no frigorifico no dia anterior & sua utilizagdo para descongelarem;

Retirar as placas impregnadas do invélucro e identificar numericamente cada uma das tiras

da placa. Registar numa folha de trabalho a posicdo das amostras na placa;

Proceder a distribuicdo das amostras e controlos (Figura 1):

e Adicionar 190 pl de tampéo de diluigdo N° 2 em cada poco;

e  Adicionar 10 pl de controlo negativo nao diluido no pogo Ag- apropriado (colunas

impares) e no pogo Ag+ apropriado (colunas pares);

e  Adicionar 10 pl de controlo positivo ndo diluido em dois pogos Ag- apropriados (colunas

numeracgdo impares) e em dois po¢os Ag+ apropriados (colunas pares);

e  Adicionar 10 pl de cada amostra ndo diluida aos restantes po¢os: um poco Ag- (colunas

impares) e um pogo Ag+ (colunas pares).

‘00000000000 @®
‘00000000000 ®
C@@OOOOOOOQOO @ controlo positivo
DOOOOOOOOOQOO @ controlo negativo
‘0O OOO@OO@@O@ @ | @ wwosssssoso
‘00000000000 ©®
‘00000000000 ®
000000 00000®

Figura 15: Distribuicdo das amostras e controlos na placa.

Homogeneizar o conteddo dos pogos com um agitador de placas;

Cobrir a placa e incubar por 1 hora (+ 5 minutos) a 37 °C (+ 3 °C);

Remover o conteudo liquido dos pocos da placa e lavar cada po¢o com aproximadamente
300 pl de solucéo de lavagem por 3-5 vezes. Evitar que a placa seque entre as lavagens
antes da adicdo do préximo reagente. Apds a lavagem final, remover o fluido residual de
lavagem de cada placa batendo-a firmemente em material absorvente;

Adicionar 100 pl do conjugado diluido em cada poco;

Cobrir a placa e incubar por 30 minutos (x 3 minutos) 37 °C (x 3 °C);

Remover o conteldo liquido dos pogos da placa e lavar cada pogo com aproximadamente

300 ul de solucéo de lavagem por 3 vezes. Evitar que a placa seque entre as lavagens antes

Vi
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11.

da adicéo do préximo reagente. Apés a lavagem final, remover o fluido residual de lavagem
de cada placa batendo-a firmemente em material absorvente;

Adicionar 100 ul do substrato TMB N°13 em casa poco;

Incubar durante 20 minutos (+ 3 minutos) a 18-26 °C longe da luz direta;

Adicionar 100 pl de solugao de interrupcdo N°3 em cada cavidade;

Medir e registar os valores de densidade 6tica das amostras e controlos a 450 nm;

. Célculos:

10.1. Controlos: Determine a média do Controle Positivo (CPX), a média da extingéo liquida
do controlo positivo (NEXce) e a extingdo liquida do controlo negativo (NEcn):
»  CPX (CPlag+A(450) + CP2ag+ A(450)) /2
= NEXp = [(CP1ag: A(450)) + (CP2ag+ A(450) — CPag- A(450))] / 2
»  NEcn= CNag+ + A(450) — CNag-A450
10.2. Critérios de validade:
= CPX 20,350
= NEXp/NEcn2 3,5

Nota: O valor de NEcn pode ser inferior a zero, e neste caso utilizar o valor absoluto
para validag@o. No caso do valor de NEcn ser igual a zero utilizar o valor 0,001 para
calculo da relagéo.
10.3. Amostras: calcula-se o valor liquido de extingdo para cada amostra, subtraindo o valor

correspondente da DO450 obtido na posicao do controlo (Aag+ A(450)) a partir do valor
da DO450 obtida no pocgo revestido (Aag+ A(450)):

= NE = Ang+ A(450) — Ang- A(450)

= A/P% =100 x (NE / NEXp)

Classificacé@o dos resultados:

Tabela 12: Correlagéo entre o resultado do teste e o nivel de infe¢do (soros individuais).

A/P% da amostra Resultado
A/P% > 150% Forte Positivo para presenca de Fasciola hepatica +++
80% < A/P% < 150% Positivos para presenca de Fasciola hepatica ++
30% < A/P% < 80% | Moderado Positivo para presenca de Fasciola hepatica +
A/P% < 30% Negativo para presenca de Fasciola hepatica 0
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9.4 Anexo 4

Distrito Concelho Freguesia n° animais n° animais Pos.  Prevaléncia Prevaléncia
concelho freguesia concelho freguesia
(ICos5%) (ICos5%)
Evora
Estremoz Sé&o Bento do Cortico e 30 30 0
Santo Estevéo
Mora Pavia 140 123 0
Brotas 17 0
Montemor-o-Novo Ciborro 60 30
Foros de vale figueira 30
Vendas Novas Vendas Novas 31 31 25 80,7% 80,7%
(63,7-90,8%)  (63,7-90,8%)
Arraiolos Arraiolos 14 14 2 14,3% 14,3%
(4-39,4%) (4-39,4%)
Evora Séo Sebastido da Giesteira 86 26
Evora 30
Torre de Coelheiros 30 0
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Mouréo Granja 30 30 2 6,7% 6,7%
(1,9-21,3%)  (1,9-21,3%)
Beja
Vidigueira Selmes 13 13 0
Beja Baleizao 22 7 0
Albernoa 15 1 4,6% 6,7%
(0,8-21,8%)  (0,35%-30,1%)
Serpa Pias 60 30
Vila Nova de S&o Bento 30
Portalegre
Portalegre Fortios 11 11 0
Fronteira Fronteira 80 80 0
Monforte Vaiamonte 30 30 0
Sousel Sousel 41 10 0
Casa branca 31 0
Campo maior Campo maior 27 27 0




