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RESUMO

A pesquisa de parasitas pertencentes as familias KUDOIDAE e ANISAKIDAE
em carapau (Trachurus trachurus) obtidos nos mercados da cidade do Porto foi
efectuada mensalmente de Outubro de 1998 até Agosto de 1999.

A observacdo de amostras de musculo demonstrou a existéncia de esporos
pertencentes ao género Kudoa, detectados pela primeira vez neste hospedeiro, em
Portugal.

Procedeu-se & caracterizacdo dos esporos em preparagdes extemporaneas
de musculo observadas em microscopia optica.

Os esporos apresentavam forma arredondada, com 4 capsulas polares
idénticas, em vista apical (largura do esporo: 5,0 - 8,5 ym; espessura do esporo: 4,0
- 7,5 um: capsula polar: 1,0 - 3,0 ypm x 0,8 - 2,0 um) e forma piramidal arredondada
em vista lateral (comprimento do esporo: 4,0 - 7,0 um; capsula polar: 1,5-3,0 pm x
1,0-2,0 pm).

Foi ainda detectada uma outra espécie pertencente ao género Kudoa
(apenas no més de Maio), que apresentava esporos com capsulas polares de
tamanho diferente.

A prevaléncia da parasitose de Trachurus trachurus por Kudoa sp. foi
elevada ao longo de todo o ano, encontrando-se parasitados 84,7% dos 209
exemplares analisados.

A intensidade da parasitose apresentou grandes variagdes, tendo sido
possivel observar desde exemplares muito pouco parasitados até exemplares
intensamente parasitados.

O musculo de alguns exemplares intensamente parasitados apresentava uma
consisténcia amolecida verificando-se, histologicamente, a existéncia de massas de
esporos localizadas intracelularmente nas fibras musculares que se encontravam
mais ou menos degeneradas.

A pesquisa de larvas de ANISAKIDAE foi efectuada por observacéo a lupa
das visceras e cavidade geral de exemplares de carapau.

383% dos exemplares observados encontravam-se parasitados. As
prevaléncias mais elevadas foram observadas nos meses de Abril e Agosto.

A parasitose apresentou intensidades baixas e apenas se detectaram larvas
pertencentes aos géneros Anisakis e Hysterothylacium.
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Com o objectivo de detectar larvas enquistadas na musculatura dos peixes,
procedeu-se ainda, & realizacdo de dois métodos de pesquisa: método de
compresséo e de digestdo. N&o se obtiveram resultados positivos com nenhum dos
dois métodos.

A presenca de MYXOSPOREA pertencentes ao género Kudoa e de larvas
de ANISAKIDAE, pode ter um aspecto negativo na comercializacdo de Trachurus
trachurus e poderé também colocar em risco a saude publica.



ABSTRACT

In order to detect the presence of KUDOIDAE and ANISAKIDAE, monthly
sampling of mackerel (Trachurus trachurus), obtained in markets in Oporto, was
carried out from October 1998 to August 1999.

Kudoa spores were detected in muscle of this host for the first time in
Portugal.

The spore characterisation was made in fresh smears from muscle.

The spores were rounded with 4 identical polar capsules in apical view (spore
width: 5,0 - 8,5 um; spore thickness: 4,0 - 7,5 um; polar capsule: 1,0 - 3,0 um x 0,8 -
2,0 um) and broadly pyramidal in side view (spore length: 4,0 - 7,0 um; polar
capsule: 1,5-3,0 umx 1,0 -2,0 um).

In May, another Kudoa species was observed. The spores presented polar
capsules from different size.

Kudoa sp. was found in 84,7% of the specimens (n=209) and high
prevalences values were found during all the year around.

The intensity of infection showed a great variation. Light to heavy infections
were detected in the specimens observed.

Heavily infected specimens showed softening of the muscle. Histologically,
clusters of spores were observed intracellulary in muscle fibres which were often
degenerated.

The mackerel body cavity was examined for the presence of ANISAKIDAE
larvae.

Larvae were found in 38,3% of the specimens. The highest prevalences were
observed in April and August.

The intensity of infection was low and only Anisakis and Hysterothylacium
larvae were observed.

In order to detect the presence of encysted larvae in muscle, a digestion and
a squashed technique were used. No larvae were detected by these methods.



The presence of Kudoa (MYXOSPOREA) and ANISAKIDAE larvae may lower
the commercial value of Trachurus trachurus and may render the fish dangerous for
human consumption.



RESUME

L 'enquéte sur les parasites appartenant a la famille des KUDOIDAE et des
ANISAKIDAE dans le chinchard (Trachurus trachurus) prélevés sur les marchés de
la ville de Porto fut réalisée mensuellement entre Octobre de 1998 et Aout de 1999.

L'observation des échantillons de muscle démontre I'existance de spores
appartenant au genre Kudoa, détectés por la premiére foi, dans cet héte au
Portugal.

On a procédé a la caractérisation des spores dans des préparations
extemporanées de muscles observées au microscope optique.

Les spores présentaient une forme arrondie avec 4 capsules polaires
identiques, en observation apical, (largeur du spore: 5,0 - 8,5 ym; épaisseur du
spore: 4,0 - 7,5 um; capsule polaire: 1,0 - 3,0 um x 0,8 - 2,0 pm) et forme pyramidal
arrondie en observation latérale (longuer du spore: 4,0 - 7,0 ym; capsule polaire: 1,5
-3,0umx1,0-2,0 pm).

On a détecté aussi, une autre espéce appartenant au genre Kudoa
(uniguement pendant le moi de Mai) qui présentait des spores avec capsules polairs
de dimension differente.

La présence de la parasitose du Trachurus trachurus par le Kudoa sp. a été
élevé tout au long de lI'année, 84,7% des 209 exemplaires analysés se trouvaient
parasités.

L'intensité de la parasitose présentait de grandes variations. On a pu observé
des exemplaires trés peu parasités et d' autres au contraire fortement parasités.

Le muscle de certains exemplaires intensément parasités présentait une
consistance molle au poit de se vérifier hystologiquement I'existence de masses de
spores localisées intra-celullairement dans les fibres musculaires, plus ou moins
dégénérées.

La recherche sur les larves de ANISAKIDAE fut effectuée gréce a
I'observation & la loupe des viscéres et de la cavité générale d'exemplaires de
chinchards.

38,3% des exemplaires observés se trouvaient parasités. Les présences les
plus élevés furent observes pendant les mois d'Avril et d'Aolt.

La parasitose présentait une intensité basse et I'on a a peine détecté des
larves appartenances aux genres Anisakis et Hysterothylacium.
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L'objectif étant de détecter les larves accrochées dans la musculature des
poissons, on a procédé aussi a la réalisation de deux méthodes d'enquéte: méthode
de compression et de digestion. On n'a pas obtenu de résultats positifs avec aucune
de ces deux méthodes.

La présence de MYXOSPOREA appartenant au genre Kudoa et de larves de
ANISAKIDAE, peut avoir un aspect négatif dans la commercialisation du Trachurus
trachurus et pourra aussi mettre en danger la santé publique.
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1. INTRODUGAO

" Quando se encontra sem se procurar é
porque jé muito se procurou sem se encontrar.”

(Albert Einstein)

O interesse no estudo dos parasitas de peixes tem aumentado nas ultimas
décadas nomeadamente devido as implicagdes econdmicas e na saude humana.

A localizagdo de determinados parasitas na musculatura de especies de
peixes de interesse economico, pode dificultar a sua comercializagdo ou, em
situagdes extremas, impedir a exploragéo de determinados stocks, devido a fraca
aparéncia do pescado o que faz com que a sua aceitagéo pelo consumidor seja
nula.

Por outro lado, algumas espécies de parasitas podem infectar o homem
através da ingestdo de peixe parasitado, especiaimente se estes se localizam na
musculatura ou que para ela migram apos a morte do peixe.

O impacte dos parasitas pode também verificar-se de um modo indirecto,
devido & redugdo das taxas de assimilagdo, reproducdo e de crescimento dos
animais parasitados.

Por outro lado, a expansdo da aquacultura nos Ultimos anos, tanto a nivel
nacional como a nivel internacional, originou a criagdo de numerosas instalagoes
com o objectivo de satisfazer as crescentes necessidades alimentares motivadas,
principalmente, pela presséo demografica.

Um dos principais problemas encontrados na elaboragéo destes projectos €o
aparecimento de enfermidades, provocadas nomeadamente por parasitas.

O conhecimento dos parasitas de peixes em meio natural € um adjuvante
para o diagndstico e controle de parasitoses que afectam determinadas espécies de
cultivo, e que podem chegar a causar mortalidades massivas traduziveis em
importantes perdas econémicas.

Todos estes factos sdo responsaveis pelo aumento do esforco na
investigacdo parasitologica, especialmente em relagéo a determinadas especies de
peixes.
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Torna-se assim necessario investir cada vez mais no estudo do
conhecimento da ecologia e dindmica das populages de parasitas.

Os parasitas que serdo objecto de estudo, pertencem a familia ANISAKIDAE
e KUDOIDAE, uma vez que estas familias albergam espécies que se localizam na
musculatura e que podem ser transmitidas ao Homem (ANISAKIDAE) e reduzir ou
impedir a comercializagdo do pescado, devido as alteracbes que provocam na
musculatura (KUDOIDAE).

O carapau (Trachurus trachurus) € uma espécie economicamente importante
em Portugal tornando os estudos de indole parasitologica fundamentais.

Embora a nivel europeu, estejam referenciadas algumas espeécies parasitas
pertencentes as familias ANISAKIDAE e KUDOIDAE em Trachurus trachurus, 0s
estudos em Portugal sdo extremamente escassos, pelo que se pretende, tanto
quanto possivel, incrementar o seu conhecimento.
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2. OBJECTIVOS

O primeiro objectivo deste trabalho consistiu na caracterizagao da parasitose
provocada por Kudoa e larvas de ANISAKIDAE em Trachurus trachurus em
Portugal, recorrendo a estudos de prevaléncia e intensidade ao longo do ano, e
suas relagdes com outros factores (tamanho e sexo do hospedeiro).

Em segundo lugar, foi nosso objectivo determinar os efeitos histopatologicos
provocados por Kudoa sp. no musculo de Trachurus trachurus.

Por ultimo, pretendemos tambéem, comparar a eficacia de dois métodos de
pesquisa (método de digestdo e de compresséo de tecidos) de Kudoa e de larvas
de ANISAKIDAE, no musculo.
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3. DESCRICAO DO HOSPEDEIRO

O carapau é um peixe marinho da familia dos CARANGIDAE.

Apresenta uma cor cinzenta-azulada ou esverdeada na regido dorsal e nos
flancos e prateada na regiéo ventral.

A linha lateral do seu corpo esta coberta por grandes escamas com espinhos
(a serrilha). Pode atingir no méaximo 60 cm de comprimento.

E um peixe gregério, pelagico, distribuido pelo Mediterraneo e Atlantico,
desde a Noruega até a Africa do Sul (Figura 3.1).

Figura 3.1- Distribuicdo do género Trachurus, segundo Whitehead et al ,1986.

Conhecem-se quatro espécies pertencentes ao genero Trachurus
Rafinesque, 1810:

. Trachurus mediterraneus Steindachner, 1868
. Trachurus picturatus Bowdich, 1825

. Trachurus trachurus Linnaeus, 1758

. Trachurus trecae Cadenat, 1949
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Trachurus trachurus foi a espécie escolhida para a realizagdo deste estudo,
por ser a que se encontra em maior quantidade ao longo da nossa costa (Santos,
comunicagéo pessoal).

A caracterizacdo dos peixes examinados relativamente ao comprimento e
peso encontra-se na Tabela 3.1.

Tabela 3.1- Comprimento e peso dos exemplares de Trachurus trachurus examinados.

Média + desvio padréo (minimo - maximo).

Meses Comprimento (cm) Peso (g)

Outubro 19,7 +2,39 (17,3 - 25,5) 70,5 + 30,5 (46,6 - 146,8)
Novembro 19,8 + 1,16 (18,0 - 22,1) 69,4 + 11,41 (50,0 - 88,3)
Dezembro 24 4 + 1,57 (20,5 - 26,2) 114,6 + 21,8 (67,2 - 142,2)

Janeiro 23,7 +1,86 (21,0-27,1) 105,3 + 20,73 (79,1 - 145,0)
Fevereiro 24,7 + 3,51 (20,6 - 29,4) 124,9 + 50,22 (67,9 - 211,3)

Marco 25,0+ 3,18 (17,8 - 29,3) 121,1 + 16,52 (95,4 - 152,8)
Abril 254 +1,92 (22,4 - 29,5) 130,2 + 25,0 (82,9 - 180,7)
Maio 24,3 +0,93 (22,8 - 26,2) 126,5 + 15,0 (101,8 - 171,0)
Junho 16,7 + 1,16 (15,1 - 19,6) 447 +89(31,5-63,4)
Julho 16,4+ 0,34 (156 -17,1) 39,4 +23 (36,3 -43,9)

Agosto 21,6 +5,48 (16,5 - 29,9) 108,2 + 79,3 (40,8 - 236,3)

Convém, no entanto, referir que a espécie Trachurus picturatus também
podera ser encontrada com alguma frequéncia na costa portuguesa. Fez-se, por
isso, um levantamento das suas caracteristicas com o objectivo de a distinguir da
espécie pretendida (Tabela 3.2).
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4. PARASITOSE PROVOCADA POR Kudoa EM
Trachurus trachurus

4.1- INTRODUGAO

4.1.1- Posicao sistematica

Reino: PROTISTA

Sub-Reino: PROTOZOA

Filo: MYXOZOA Grassé, 1970

Classe: MYXOSPOREA Butschli, 1881
Ordem: MULTIVALVULIDA Schulman, 1959
Familia; KUDOIDAE Meglitsch, 1960
Género: Kudoa Meglitsch, 1947

4.1.2- Caracterizagio e ciclo de vida de Kudoa

O género Kudoa caracteriza-se por posSsuir esporos quadrangulares,
estrelados ou arredondados em observagéo apical, quatro valvas e quatro capsulas
polares (Lom & Dykova, 1992), como ilustra a Figura 4.1.

Figura 4.1- Esporos de Kudoa lunata em posicéo apical (a) e lateral (b).
Segundo Lom et al. 1983.
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Os parasitas pertencentes a este género tém vindo a ser detectados no
musculo esquelético (Bunton & Poynton, 1991; Harrell & Scott, 1985), cardiaco
(Kabata & Whitaker, 1989) e no musculo liso da parede intestinal (Narasimhamurti &
Kalavati, 1979a), cérebro e sistema nervoso (Langdon, 1990; Narasimhamurti &
Kalavati, 1979b), rim, peritoneu, glomeérulos e mesentério (Paperna & Steinitz,
1982), e cavidade pericardial (Nakajima & Egusa, 1978: Egusa & Nakajima, 1980).

Recentemente foi descrita uma nova espécie, Kudoa ovivora, ocorrendo nos
ovarios (Swearer & Robertson, 1999).

Contudo, o género Kudoa é considerado um parasita tipico do musculo
esquelético, uma vez que é neste tecido que & detectado mais frequentemente.

As parasitoses provocadas por Kudoa tém sido principalmente estudadas em
peixes cujo valor econémico & elevado.

E o caso, por exemplo, da pescada do Pacifico (Merluccius productus) que €
frequentemente parasitada por Kudoa paniformis e Kudoa thyrsites (Morado &
Sparks, 1986; Whitaker, 1986).

Estudos realizados por Kabata & Whitaker (1981, 1985) e Whitaker & Kabata
(1987), em Merluccius productus, demonstram a importancia desta parasitose neste
hospedeiro. De acordo com Lom & Dykovéa (1992), a prevaléncia desta parasitose
pode atingir 90%.

Neste hospedeiro, os parasitas formam pseudocistes dentro das fibras
musculares, com aparéncia de corddes brancos ou negros ao longo da musculatura,
que fazem com que a sua aceitagéo comercial seja muito baixa.

Segundo Kabata & Whitaker (1981), a partir de certa altura do
desenvolvimento das pseudocistes, ha deposi¢do de melanina a volta das fibras
musculares infectadas, que se tornam por isso mais escuras, chegando mesmo a
ficar negras. A melanizagéo (reacgéo de defesa do hospedeiro) tem um efeito
adverso nos esporos, uma vez que as pseudocistes negras contém esporos
parcialmente destruidos, enquanto que nas brancas 0s esporos permanecem
intactos. Outros estudos descrevem o mesmo fenémeno (Cruz e Silva & Grazina
Freitas, 1984; Kabata & Whitaker, 1986; Stehr, 1986).

Um outro problema relacionado com as parasitoses provocadas por Kudoa €
o facto de estes produzirem enzimas proteoliticas que, apds a morte do hospedeiro
actuam sobre o musculo, provocando a sua liquefacgdo. Como consequéncia, o
peixe deixa de ter valor comercial e 0s stocks néo podem ser aproveitados (Barja &
Toranzo, 1993).

Em Portugal, este fenémeno foi também observado no unico hospedeiro,
Sardina pilchardus, onde Kudoa sp. foi detectado (Menezes et al., 1989; Gilman,
1995).
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Relativamente ao hospedeiro em andlise no presente trabalho, apenas
encontramos referéncias a duas espécies parasitas. Kudoa quadratum Thélohan,
1895 & uma espécie que parasita o musculo de Trachurus trachurus no Oceano
Atlantico e Mar Mediterraneo e Kudoa nova é referenciada como espécie parasita
do musculo de Trachurus spp. no Oceano Atlantico, Mar Mediterraneo e Mar Negro
(Lom & Dykova, 1992; Swearer & Robertson, 1999).

O ciclo de vida de Kudoa sp., foi revisto por Kabata & Whitaker (1985).
Segundo estes autores, o esporo é o estado que serve para a disseminagdo do
parasita. O modo de libertagdo mais usual, seré através da morte do hospedeiro e
consequentemente da decomposigéo do musculo. Os esporos, depois de libertados,
sdo ingeridos pelo novo hospedeiro (in Eiras, 1994).

Apos a ingestdo dos esporos estes fixam-se ao intestino, abrindo as valvas e
libertando o esporoplasma que penetra na mucosa intestinal, sendo dai
transportado até aoc musculo onde se desenvolve, originando novos esporos.

Este ciclo de vida estd de acordo com o que se sabia sobre o ciclo dos
MYXOSPOREA. No entanto, Wolf & Markiw (1984) demonstraram que Myxobolus
cerebralis, parasita de varias espécies de salmonideos, tem um ciclo de vida que
envolve além do hospedeiro vertebrado, um outro hospedeiro, um anelideo,
havendo uma alternancia de uma fase de MYXOSPOREA com outra de
ACTINOSPOREA, respectivamente no hospedeiro vertebrado e invertebrado.

Um ciclo semelhante, tem vindo a ser descrito para muitas espécies de
MYXOSPOREA, pelo que é provavel que Kudoa sp. também possua um ciclo de
vida dixeno (Eiras, 1994).

4.2- MATERIAL E METODOS

Durante o periodo compreendido entre Outubro de 1998 e Agosto de 1999
foram efectuadas amostragens mensais de cerca de 20 exemplares de Trachurus
trachurus, obtidos num mercado da cidade do Porto.

Todos os exemplares foram medidos, pesados € 0 seu sexo, sempre que
possivel, determinado.
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A pesquisa de Kudoa sp. foi efectuada por esmagamento do musculo entre
lamina e lamela - método de compresséao.

A observacdo foi feita a fresco com ampliagao de 400X, percorrendo a
preparagdo em toda a sua extensao e a abundancia da parasitose determinada
utilizando a simbologia apresentada na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Simbologia utilizada para caracterizar
a abundancia da parasitose.

Sem esporos 0

1-10 esporos/ 100 campos 2
11-100 esporos/ 100 campos e
mais de 100 esporos/ 100 campos ++4

Com base nos resultados obtidos, determinou-se a prevaléncia e a
intensidade:

. ao longo do ano,
. nas diferentes classes de tamanho do hospedeiro,
. nos machos, fémeas e individuos de sexo indiferenciado.

Sempre que possivel, a variagdo destes parametros foi analisada
estatisticamente, utilizando o Teste de Qui-quadrado, com um nivel de confianga de
95% (Siegel & Castellan, 1989).

A caracterizacdo dos esporos foi efectuada em preparagdes temporarias,
através da medicdo de esporos, provenientes de varias amostras, em vista apical e
lateral com ampliagdes de 1000X.

Com o objectivo de comparar a eficacia deste método com o método de
digestao, durante o més de Fevereiro realizou-se a digestdo de pequenos pedacos
de amostra de musculo de cada um dos vinte exemplares.

Procedeu-se a digestdo (5 partes de solugéo de pancreatina a 0,25% para
uma parte de tecido) a 37°C durante 5 horas. Optou-se por utilizar a pancreatina em
vez de tripsina, recomendada por Lom & Dykova (1992), por esta se encontrar
disponivel no laboratdrio. A pancreatina contém, além de outras enzimas, tripsina
na sua composigao.

A suspens3o foi filtrada através de uma gaze e centrifugada a 1500 rpm..
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Posteriormente, o produto digerido foi observado entre lamina e lamela, ao
microscopio optico.

As amostras de musculo foram fixadas em formol tamponado a 4% e
processadas histologicamente segundo uma metodologia convencional. As
preparagdes histoldgicas foram coradas pela Hematoxilina de Erlich e pelo Azul de
Metileno.

4.3- RESULTADOS

4.3.1- Caracterizacao dos esporos de Kudoa spp. detectados no musculo
de Trachurus trachurus

No presente trabalho foram observadas duas espécies pertencentes ao
género Kudoa, uma presente durante todo o ano e outra apenas observada em
Maio.

Embora seja feita a caracterizagdo de ambas as espécies, apenas sera
objecto de analise a espécie que ocorreu durante todo o periodo de estudo.

Na Tabela 4.2 apresenta-se a caracterizagdo de esporos da espécie
detectada ao longo de todo o ano. Os esporos possuiam forma arredondada, em
vista apical e forma piramidal, em vista lateral. Apresentavam quatro capsulas
polares de tamanho idéntico (Figuras 4.2 e 4.3).

Na Tabela 4.3 os esporos caracterizados pertencem a uma outra espécie de
Kudoa, que apenas foi detectada no més de Maio. Os esporos apresentavam forma
estrelada em vista apical e possuiam capsulas polares de tamanho diferente
(Figuras 4.4 e 4.5).
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Tabela 4.2- Caracteristicas dos esporos de Kudoa sp. detectados ao longo de todo o

ano no musculo de Trachurus trachurus.

Média + desvio padrédo (minimo - maximo). Medidas expressas em pm.

ESPORO
Comprimento
Largura
Espessura

CAPSULA POLAR

Comprimento
Largura

Vista apical
(n=30)

6,5+0,9 (50 -8,5)
542%1,0(4,0-7,5)

1,9+0,5(1,0 - 3,0)
1,2+0,3 (0,8 - 2,0)

Vista lateral
(n=30)

55+08(4,0-7,0)

21+04(1,5-3,0)
1,4+0,3(1,0-2,0)
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Figura 4.2- Esporos de Kudoa sp. detectados ao longo de todo o ano no musculo
de Trachurus trachurus, a fresco (Escala = 10um).

Figura 4.3- Esporos de Kudoa sp. detectados ao longo de todo o ano no musculo
de Trachurus trachurus, a fresco (Escala = 10 ym).




Tabela 4.3- Caracteristicas dos esporos de Kudoa sp. detectados em Maio no musculo
de Trachurus trachurus.
Média + desvio padrdo (minimo - maximo). Medidas expressas em pm.

Vista apical Vista lateral
(n= 30) (n=18)
ESPORO
Comprimento - 66+04(6,0-70)
Largura 79+07(7,0-90) -
Espessura 55+09(4,0-7,5) -
CAPSULA POLAR
MAIOR
Comprimento 51+06(4,0-6,0) 51+0,3(50-6,0)
Largura 2,2+03(2,0-3,0) 1,7+02(1,5-20)
CAPSULA POLAR
MENOR
Comprimento 1,4+0,3(1,0-2,0) 18+03(1,5-25)
Largura 1,1+0,2(1,0-1,5) 11+ 02(1,0-1,5)
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Figura 4.4- Esporos de Kudoa sp. detectados em Maio no musculo de
Trachurus trachurus, a fresco (Escala = 10 pm).

Figura 4.5- Esporos de Kudoa sp. detectados em Maio no musculo de
Trachurus trachurus, a fresco (Escala = 10 pm).




4.3.2- Prevaléncia da Parasitose

4.3.2.1- Prevaléncia da parasitose ao longo do ano

Kudoa sp. foi encontrada em todos os meses do ano. A prevaléncia da
parasitose foi bastante elevada (84,7% dos 209 exemplares observados
encontravam-se parasitados) tendo variado entre 70% em Maio e Agosto e 100%
em Janeiro (Tabela 4.4 e Figura 4.6).

Tabela 4.4- Prevaléncia da parasitose provocada por Kudoa sp. ao longo do ano.

N° individuos | N° individuos | N°individuos | Prevaléncia
Més parasitados nao observados (%)
parasitados

Outubro 12 1 13 92,3
Novembro 18 2 20 90,0
Dezembro 14 2 16 87,5
Janeiro 20 0 20 100,0
Fevereiro 17 3 20 85,0
Margo 17 3 20 85,0
Abril 19 1 20 95,0
Maio 14 6 20 70,0
Junho 15 b 20 750
Julho 17 3 20 85,0
Agosto 14 6 20 70,0
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Figura 4.6- Prevaléncia da parasitose provocada por Kudoa sp. ao longo do ano.
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4.3.2.2- Prevaléncia da parasitose nas diferentes classes de tamanho do

hospedeiro

Para determinar a relacéo entre a ocorréncia do parasita e o comprimento do
hospedeiro, consideraram-se 5 classes de comprimento (1:15,0 - 17,9 cm; 2: 18,0 -
20,9 cm: 3: 21,0-23,9 cm; 4: 24,0 - 26,9 cm; 5: 27,0 - 29,9 cm).

Os valores de prevaléncia variaram entre 77% na classe 1 e 90,2% na classe
3 (Tabela 4.5 e Figura 4.7).

Tabela 4.5- Prevaléncia da parasitose provocada por Kudoa sp. nas diferentes classes

de tamanho do hospedeiro.

Classes de | N°individuos | N°individuos | N° individuos | Prevaléncia

tamanho (cm) | parasitados nao observados (%)
parasitados

15,0-17,9 a7 11 48 77,0

18,0 - 20,9 35 4 39 89,7

21,0-23,9 a7 4 41 90,2

240-269 51 7 58 87,9

27,0-299 17 6 23 73,9
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Figura 4.7- Prevaléncia da parasitose provocada por Kudoa sp. nas diferentes classes de
tamanho do hospedeiro (1: 15,0 - 17,9 cm; 2: 18,0 - 20,9 cm; 3:210-239cm; 4: 240 -
26,9 cm; 5: 27,0 - 29,9 cm).

A ocorréncia do parasita ndo foi significativamente diferente nas diferentes
classes de tamanho (x2 = 6,5; gl = 4; P > 0,09).
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4.3.2.3- Prevaléncia da parasitose nos machos, fémeas e individuos de sexo

indiferenciado

Os valores de prevaléncia obtidos para os diferentes sexos e individuos de
sexo indiferenciado, variaram entre 77,4% nos machos e 95,0% nos individuos de
sexo indiferenciado (Tabela 4.6 e Figura 4.8).

Tabela 4.6- Prevaléncia da parasitose provocada por Kudoa sp. nos machos, fémeas e
individuos de sexo indiferenciado.

N° individuos | N° individuos | N° individuos | Prevaléncia
Sexo parasitados nao observados (%)
parasitados
Machos 65 19 84 77,4
Fémeas 55 10 65 84,6
Indiferenciado 57 3 60 95,0
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Figura 4.8- Prevaléncia da parasitose provocada por Kudoa sp. nos machos, fémeas e
individuos de sexo indiferenciado.

A ocorréncia do parasita foi significativamente diferente para os machos,
femeas e individuos de sexo indiferenciado (x2 = 8,52; gl = 2; P < 0,05). Quando

comparados os machos e fémeas a ocorréncia do parasita n&o foi significativamente
diferente (x2=1,3; gl=1; P > 0,05).
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4.3.3- Intensidade da parasitose

A intensidade da parasitose foi analisada considerando 3 classes de
intensidade (+: intensidade baixa; ++: intensidade média; +++: intensidade elevada)
definidas na Tabela 4.1.

Para a realizacdo do Teste de Qui-quadrado optou-se por juntar as classes
de intensidade média e elevada numa so classe, para que fosse possivel aplicar o
teste.

4.3.3.1- Intensidade da parasitose ao longo do ano

A intensidade da parasitose apresentou grandes variagoes, sendo possivel
observar desde individuos pouco parasitados até individuos intensamente
parasitados.

A intensidade observada em cada més encontra-se expressa na Tabela 4.7 e
representada na Figura 4.9.

Tabela 4.7- Intensidade da parasitose provocada por Kudoa sp. ao longo do ano. (Numero
de hospedeiros parasitados com intensidade baixa (+), média (++) e elevada (++1+)).

Més Classes de intensidade N° individuos
+ ++ +++ parasitados

QOutubro 7 4 1 12
Novembro 15 2 1 18
Dezembro 11 2 1 14
Janeiro 15 5 0 20
Fevereiro 15 2 0 17
Marc¢o 7 8 2 17
Abril 10 4 5 19
Maio 10 3 q 14
Junho 14 1 0 15
Julho 12 ) 0 17
Agosto 10 4 0 14

w
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Figura 4.9- Intensidade da parasitose provocada por Kudoa sp. ao longo do ano.
(Percentagem de individuos parasitados com intensidade baixa (+), média (++) e elevada

(+++), em cada més).

A intensidade da parasitose foi significativamente diferente ao longo do ano
(x2 =27,43; gl = 10; P < 0,05).

As percentagens mais altas de individuos com intensidade elevada foram
obtidas em Margo e Abril.
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4.3.3.2- Intensidade da parasitose nas diferentes classes de tamanho

do hospedeiro

A intensidade observada em cada classe de tamanho encontra-se expressa
na Tabela 4.8 e representada na Figura 4.10.

Tabela 4.8- Intensidade da parasitose provocada por Kudoa sp. nas diferentes classes de
tamanho do hospedeiro. (Numero de hospedeiros parasitados com intensidade baixa (+),

média (++) e elevada (+++) nas diferentes classes de tamanho).

Classes de Classes de intensidade N° individuos
tamanho (cm) + i +++ parasitados

150-17.9 2l 10 0 37

18,0 - 20,9 26 8 1 35

21,0-239 31 4 2 ar

240-26,9 32 11 8 51

27,0-299 10 7 0 17
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Figura 4.10- Intensidade da parasitose provocada por Kudoa sp. nas diferentes classes de
tamanho do hospedeiro. Percentagem de individuos parasitados com intensidade baixa (+),
média (++) e elevada (+++), em cada classe de tamanho (1: 15,0 - 17,9 cm; 2: 18,0 - 20,9
cm; 3:21,0-23,9cm; 4:24,0-269cm; 5: 27,0- 29,9 cm).

A intensidade da parasitose nao foi significativamente diferente nas
diferentes classes de tamanho (x2 = 6,1; gl = 4, P > 0,05). E no entanto de referir
que os hospedeiros maiores (classe 4 e 5) apresentaram geralmente intensidades
de parasitoses mais altas.
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4.3.3.3- Intensidade da parasitose nos machos, fémeas e individuos de sexo

indiferenciado

A intensidade para machos, fémeas e individuos de sexo indiferenciado,

encontra-se expressa na Tabela 4.9 e representada na Figura 4.11.

Tabela 4.9- Intensidade da parasitose provocada por Kudoa sp. nos machos, fémeas e

individuos de sexo indiferenciado. (Nimero de hospedeiros parasitados com intensidade

baixa (+), média (++) e elevada (+++) no sexo masculino, feminino e com sexo

indiferenciado).
Sexo Classes de intensidade N° individuos
+ ++ +++ parasitados
Machos 43 18 4 65
Fémeas 40 10 5 55
Indiferenciado 43 12 2 57
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Figura 4.11- Intensidade da parasitose provocada por Kudoa sp. nos machos, fémeas e
individuos de sexo indiferenciado. Percentagem de individuos parasitados com intensidade
baixa (+), média (++) e elevada (+++), no sexo masculino, no sexo feminino e com sexo
indiferenciado.

A intensidade da parasitose n&o foi significativamente diferente nos machos,
fémeas e individuos de sexo indiferenciado (x2 = 1,33; gl = 2; P > 0,05). E no
entanto de referir que os individuos de sexo indiferenciado apresentaram
geralmente intensidades mais baixas.
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4.3.4- Alteragdes verificadas nas fibras musculares de Trachurus trachurus
por Kudoa sp.

Nos exemplares mais intensamente parasitados detectou-se um
amolecimento acentuado do musculo, verificando-se histologicamente a ocorréncia
intracelular de esporos de Kudoa sp. nas fibras musculares (Figuras 4.12; 4.13;
4.14;4.15; 416 e 4.17).
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Figura 4.12- Fibras musculares degeneradas contendo massas de esporos de Kudoa sp.
(Coloragéo: Hematoxilina de Erlich; escala = 50 um).

Figura 4.13- Fibras musculares degeneradas contendo massas de esporos de Kudoa sp.
(Coloragdo: Hematoxilina de Erlich; escala = 25 pm).
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Figura 4.14- Fibras musculares degeneradas contendo massas de esporos de Kudoa sp.
(Coloragdo: Hematoxilina de Erlich; escala = 10 pm).

Figura 4.15- Fibras musculares contendo massas de esporos de Kudoa sp.
(Coloragdo: Azul de Metileno; escala = 50 pm).
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Figura 4.16- Fibras musculares contendo massas de esporos de Kudoa sp.
(Coloragdo: Azul de Metileno; escala = 25 pm).

Figura 4.17- Fibras musculares contendo massas de esporos de Kudoa sp.
(Coloragéo: Azul de Metileno; escala = 10 pm).
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4.3.5- Comparagao da eficacia de dois métodos de pesquisa de esporos
de Kudoa sp.

No més de Fevereiro foram utilizados dois métodos de pesquisa de esporos
de Kudoa sp., o método de compressdo e o método de digestdo, no intuito de
determinar a eficacia de cada um.

Na Tabela 4.10 encontram-se os resultados obtidos.

Tabela 4.10- Resultados obtidos na pesquisa de esporos de Kudoa sp.
utilizando o método de compressao e de digestdo.
(-: auséncia de esporos, +: presenga de esporos)

Presenga de Presenga de
Exemplar Kudoa sp. Kudoa sp.
(M. Compressao) (M. digestdo)
1 a
2 * -
3 + -
4 + -
8 + -
6 + -
7 + +
8 + -
9 + -
10 + -
11 - -
12 - +
13 + &
14 + *
15 Gl +
16 + -
17 + +
18 + +
19 + +
20 - -
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O valor da prevaléncia obtido com o método de compresséo foi de 85% e
com o método de digestdo foi de apenas 40%. Com excepg¢édo de um individuo, os
esporos detectados pelo método de digestao foram sempre detectados pelo método
de compresséo.

Verificou-se também a existéncia de esporos muito danificados apos a
digestdo efectuada.

4.4- DISCUSSAO

No presente trabalho foram encontradas duas espécies pertencentes ao
género Kudoa que no entanto néo foi possivel identificar.

Actualmente existem referenciadas 45 espécies pertencentes ao género
Kudoa muitas das quais insuficientemente caracterizadas (Lom & Dykova, 1992;
Swearer & Robertson, 1999).

Na bibliografia consultada as unicas referéncias de espécies pertencentes ao
género Kudoa parasitas do género Trachurus foram as espécies Kudoa quadratum
e Kudoa nova, ambas com capsulas polares de tamanho idéntico (Lom & Dykova,
1992; Swearer & Robertson, 1999). ‘

Kudoa quadratum possui esporos quadrangulares (comprimento do esporo:
6,0 - 7,0 um, espessura média: 5,0 um), bastante diferentes dos que encontramos
ao longo do ano, que apresentaram forma arredondada, comprimento ligeiramente
inferior e espessura maior.

A espécie Kudoa nova, com esporos arredondados, aproxima-se da por nos
observada, apesar das dimensdes dos esporos e capsulas (comprimento do esporo:
5,3 - 6,5 um, largura do esporo: 8,5 - 9,8 um, espessura do esporo: 7,5 - 8,0 um,
comprimento da cépsula polar: 2,7 - 3,2 um, in Swearer & Robertson, 1999 ) serem
superiores as dos esporos descritos no presente trabalho.

Apenas baseados nos nossos resultados e na bibliografia consultada parece-
nos prematuro tirar conclusbes sobre a possivel espécie a que 0s esporos
observados pertencem.

A outra espécie observada, possuindo esporos com capsulas polares de
tamanho diferente é ainda de mais dificil identificagdo, uma vez que existem varias

45



espécies descritas com este tipo de morfologia € nenhuma delas referenciada para
o género Trachurus. Com os dados que dispomos néo nos é possivel tirar qualquer
conclusé&o sobre a possivel espécie a que estes esporos pertencem.

Os valores de prevaléncia da parasitose de Trachurus trachurus por Kudoa
sp. foram bastante elevados ao longo do ano.

Lom & Dykova (1992) referem que os valores de prevaléncia de parasitoses
provocadas por MYXOSPOREA podem ser bastante elevados, podendo chegar aos
100%, apesar de, por vezes, apenas alguns peixes de determinados stocks estarem
infectados. Estes autores referem na pescada do Pacifico (Merfuccius productus)
valores de prevaléncia até 90%, quando parasitada por duas espécies de Kudoa
(Kudoa paniformis e Kudoa thyrsites). Bunton & Poynton (1991), observaram
também valores de prevaléncia elevados (85%) em Morone americana.

Em Portugal, Menezes et al. (1989), referem valores de prevaléncia de 30%
em Sardinha (Sardina pilchardus), proveniente do porto de Peniche e Gilman
(1995), a valores de prevaléncia anual, no mesmo hospedeiro, de 47,7%.

O valor por nés encontrado (84,7%) foi bastante superior quando comparado
com estes ultimos.

Segundo Lom & Dykova (1992) a prevaléncia de uma infecgdo por
MYXOSPOREA num determinado hospedeiro é o resultado da interacg&o de varios
factores: fisiolégicos (resisténcia do hospedeiro) e ecolégicos (ambiente, nutricdo).

Uma das explicagdes para valores de prevaléncia téo elevados ao longo do
ano podera estar relacionada com uma alimentagéo rica em anelideos (se Kudoa
apresentar, a semelhanga de outros MYXOSPOREA, um ciclo de vida dixeno) e/ou
uma permanéncia do parasita no hospedeiro por periodos muito longos.

Menezes et al. (1989) concluiram (embora n&o apoiados em bases
estatisticas) que os valores de prevaléncia da parasitose por Kudoa sp. aumentam a
medida que o tamanho do hospedeiro aumenta. No presente trabalho tal relagéo
ndo se verifica, uma vez que ndo foi observada uma diferenca significativa na
ocorréncia do parasita nas diferentes classes de tamanho.

A ocorréncia da parasitose nos machos, fémeas e individuos de sexo
indiferenciado é significativamente diferente, ndo havendo diferenga significativa
nos machos e fémeas.

Os individuos de sexo indiferenciado parecem ser os mais susceptiveis a
parasitose, com um valor de prevaléncia de 95,0%.

A auséncia de diferentes prevaléncias em machos e fémeas esta de acordo
com o observado por Kabata & Whitaker (1981), Menezes et al. (1989) e Gilman
(1995), em parasitoses provocadas por Kudoa spp..
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Os valores de intensidade sao significativamente diferentes ao longo do ano
sendo as maiores intensidades da parasitose encontradas nos meses de Margo e
Abril.

Refira-se que os hospedeiros examinados durante os meses de Margo e Abril
sdo os de maior tamanho (ver caracterizagdo do comprimento e peso dos
hospedeiros, nos diferentes meses, Tabela 3.1).

Embora ndo existam diferencas significativas nos valores de intensidade nas
diferentes classes de tamanho, verifica-se que os individuos maiores (classe 4 e
classe 5) sdo aqueles que apresentam na generalidade uma intensidade da
parasitose mais elevada. Sendo assim, a variagéo de intensidade obtida ao longo
do ano pode possivelmente atribuir-se a variagéo do tamanho do hospedeiro.

Exemplares maiores, e portanto mais velhos, tem uma maior probabilidade de
terem ingerido uma maior quantidade de parasitas, o que associado a uma
parasitose de longa duragdo se podera reflectir numa intensidade mais elevada.

Os valores de intensidade obtidos para machos, fémeas e individuos de sexo
indiferenciado ndo séo significativamente diferentes.

O ambito de realizagdo deste estudo ndo nos permite concluir, com
seguranca, quais os factores que determinam os diferentes valores de prevaléncia e
intensidade registados.

Considerando que, muito provavelmente, Kudoa sp. tera um ciclo de vida
dixeno, envolvendo dois hospedeiros, um vertebrado e outro invertebrado
(anelideos), uma maior ou menor quantidade de anelideos existentes nas aguas,
podera influenciar os valores de prevaléncia e intensidade da parasitose de
Trachurus trachurus por Kudoa.

Em alguns exemplares parasitados, verificou-se um amolecimento do tecido
muscular. Este fendmeno tera sido possivelmente provocado pela produgéo de
enzimas proteoliticas produzidas pelo parasita apos a morte do hospedeiro.

Um fenémeno idéntico & referido em diversos hospedeiros (Kabata &
Whitaker, 1981, 1985; Stehr & Whitaker, 1986; Obiekezie et al., 1987, Whitaker &
Kabata, 1987; Menezes et al., 1989; Langdon, 1991; Langdon et al., 1992; Lom &
Dykové, 1992; Barja & Toranzo, 1993; Holliman, 1994; Gilman, 1995; St-Hilaire et
al., 1997; Davies et al., 1998).

Histologicamente foram observados esporos localizados intracelularmente
em fibras musculares, que geralmente se encontravam mais ou menos
degeneradas, provavelmente devido a actuagdo de enzimas proteoliticas
produzidas pelo parasita.
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O método de digestéo utilizado n&o se revelou eficaz, uma vez que nao foram
detectados esporos em muitos dos hospedeiros parasitados. Além disso, 0s esporos
de Kudoa sp. apareceram muito danificados o que nos leva a pensar que a solugao
de digestao utilizada possa provocar a destruicdo destes esporos.

O método de compressdo € muito mais simples de realizar, bastante mais
eficaz e fiavel.
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5. PARASITOSE PROVOCADA POR LARVAS DE ANISAKIDAE
EM Trachurus trachurus

5.1- INTRODUGAO

5.1.1- Posigao Sistematica

Classe: NEMATODA

Sub-Classe: SECERNENTEA Linstow, 1905

Ordem: ASCARIDIDA Skrjabin et Schulz, 1940
Super-Familia: ASCARIDOIDEA Railliet et Henry, 1915
Familia: ANISAKIDAE Railliet et Henry, 1912

5.1.2- Caracterizacdo e Ciclo de Vida dos ANISAKIDAE

A familia ANISAKIDAE alberga espécies cujas larvas tém uma enorme
importdncia econémica (Grabda, 1991). Estas s&o importantes dada a sua
distribuic&o cosmopolita e a sua abundancia em peixes de interesse comercial.

Estas larvas tém também uma grande importancia do ponto de vista da saude
publica, uma vez que podem parasitar acidentalmente 0 homem quando este ingere
carne de peixe parasitada crua ou mal cozinhada.

49



Relativamente a esta familia sdo conhecidos seis géneros cujas larvas
ocorrem como parasitas de peixes marinhos:

. Raphidascaris Railliet et Henry, 1915

. Hysterothylacium Ward et Magath, 1917

. Contracaecum Railliet et Henry, 1912

. Anisakis Dujardin, 1845

. Pseudoterranova Mozyovog in Skrjabin et al., 1951
. Goezia Zeder, 1800

A distincdo morfologica destas larvas, a nivel genérico, baseia-se
fundamentalmente na presencga ou auséncia de um apéndice ventricular e/ou de um
ceco intestinal e na posicdo do poro excretor (na base dos labios ou ao nivel do
anel nervoso) encontrando-se sumarizada na Figura 5.1.

Figura 5.1- Representagdo do terceiro estado larvar de géneros pertencentes a familia
ANISAKIDAE. A- Anisakis; B- Pseudoterranova; C- Contracaecum;, D- Hysterothylacium; E-
Raphidascaris. A sombreado: intestino; a negro: esbfago; a branco: ventriculo. Adaptado

de Grabda (1991).

A identificacdo até & espécie baseada unicamente em caracteristicas
morfologicas é geralmente impossivel (Moravec, 1994). Algumas espécies apenas
se conseguem distinguir a nivel bioquimico.
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No ciclo de vida dos ANISAKIDAE é necessério a intervengdo de um
hospedeiro intermediario (oligoquetas, larvas de insectos, crustaceos) e geralmente
um hospedeiro paraténico (peixe) sendo o hospedeiro definitivo variavel.

Os géneros Raphidascaris, Hysterothylacium, e Goezia tém como hospedeiro
definitivo peixes, os géneros Pseudoterranova e Anisakis mamiferos marinhos e o
género Contracaecum aves piscivoras.

A titulo de exemplo seré referido mais pormenorizadamente o ciclo de vida de
Anisakis simplex, uma vez que se trata de um ANISAKIDAE que na sua forma larvar
& extremamente frequente em peixes marinhos.

Hospedeiros Definitivos
Mamiferos marinhos
(especialmente Cetdceos)

L3 » L4 » Adultos > Ovos

M3 M4
Ovos
L1
Y M1
L2
Hospedeiros Paraté¢nicos
Peixes de grandes dimensdes Eclosdo
e Cefal6podes \
L3 L2 livres

Hospedeiros Paraté¢nicos
Peixes de pequenas dimensdes
¢ Cefalépodes
L3

Hospedeiros de «transferéncia»
Pequenos Crusticeos
(especialmente Copépodes)
12

Hospedeiros Intermedidrios
Crusticeos (especialmente
Eufausiideos)

Figura 5.2- Ciclo de vida de Anisakis simplex segundo Nagasawa (1989).

Anisakis simplex é um neméatode especialmente abundante em aguas frias e
polares. O seu terceiro estado larvar foi encontrado num grande numero de
espécies de peixes, muitas das quais, com uma grande importancia comercial por
estarem destinadas ao consumo humano (Ortueta Bilbao ef al., 1999).

Os adultos destes parasitas encontram-se em mamiferos marinhos (cetaceos
e penipedes). Nestes, produzem os ovos que s&0 expulsos para o exterior atraves
das fezes ocorrendo o desenvolvimento embrionario em meio marinho.
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A primeira muda ocorre dentro do ovo. A larva resultante (L2) eclode ainda
envolvida pela cuticula da muda.

As larvas L2 s&o ingeridas pelos hospedeiros intermedidrios (crustaceos
marinhos) geralmente eufausiideos (Smith, 1983). Nestes migram para o hemocel,
onde mudam para a fase larvar seguinte (L3).

Peixes (especialmente teledsteos) e cefalépodes adquirem a infecgéo
quando se alimentam de crustaceos infectados (Wootten & Smith, 1975). Nestes
hospedeiros as larvas penetram a parede do tubo digestivo e atingem a cavidade
geral onde aumentam de tamanho mas nao sofrem gualquer muda, sendo portanto,
hospedeiros paraténicos.

Mamiferos marinhos ficam infectados quando se alimentam de hospedeiros
paraténicos ou intermediarios. O principal local de infeccdo é o estdmago, onde
ocorrem as terceira e quarta mudas.

Recentemente membros da WAAVP- World Association for the Advancement
of Veterinary Parasitology- reviram a nomenclatura das doengas de origem
parasitaria, recomendando os termos Anisaquidoses, Anisaguioses, Contracecoses
e Pseudoterranovoses como doengas parasitarias provocadas respectivamente pela
familia ANISAKIDAE, género Anisakis, género Contracaecum e especie
Pseudoterranova decipiens (in Blanco, 1998). Os casos de infecgbes humanas mais
" frequentes sao devidas ao género Anisakis.

Larvas de Anisakis foram pela primeira vez reconhecidas como potenciais
agentes patogénicos do Homem em 1955, na Holanda por Van Thiel et al. (in Pippy
& Banning, 1975; Blanco, 1998). No entanto, & no Jap&o que se manifesta um maior
nimero de casos (95% dos casos mundiais) devido aos habitos alimentares da
populagéo (confecgdo de pratos constituidos por peixe cru ou semi-cru como sushi,
sashimi).

Na Europa a doenga € menos comum (3,5% do total) registando-se a maioria
dos casos na Holanda, Alemanha e Franga. Em Espanha, foram recentemente
diagnosticados oito casos de Anisaquidose humana (Blanco, 1998).

Tanto quanto se sabe, no nosso pais nunca foi diagnosticada uma infecgdo
humana provocada por estes parasitas.

Uma vez ingeridas pelo Homem, as larvas podem originar leses em
diferentes pontos do tracto gastrointestinal ou migrar para localizagbes
extragastrointestinais, dando lugar a diferentes formas clinicas da doenga.

Recentemente, descobriu-se que antigénios da espécie Anisakis simplex
podem causar alergias em humanos. Valifas et al. (1999) realizaram estudos de
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indole imunolégica no sentido de conhecer a soroprevaléncia da alergia causada
por antigénios de Anisakis simplex na Comunidade Autonoma Galega.

Relativamente a sintomatologia das anisaquidoses, esta confunde-se com a
das Ulceras gastricas e inflamagao do apéndice. Nos paises onde a anisaquidose &
frequente o diagndstico pode ser simples, mas em paises onde em geral nao ocorre
o seu diagnostico é dificil.

A possibilidade de uma infecgdo é maior quando se ingere peixe cru ou mal
cozinhado, no entanto, mesmo peixe bem cozido pode provocar infeccdo. As larvas
sobrevivem aproximadamente 78 minutos a temperaturas de 45°C, a processos de
fumagem até 40°C e varias semanas em solu¢cdes de NaCl. A congelagdo parece
ser o Unico método capaz de matar totalmente estas larvas. As larvas de Anisakis s
resistem 2h a -20°C e morrem rapidamente (1s) quando submetidas a temperaturas
superiores a 60°C (Bier et al., 1987 in Blanco, 1998).

Segundo Blanco (1998) uma das principais medidas de controle passa pela
informacgéo junto das populagdes sobre os riscos associados & ingestao de pratos
elaborados a base de peixe cru ou insuficientemente cozinhado.

A razdo pela qual algumas espécies de peixe apresentam numerosas larvas
na musculatura ndo é ainda muito clara. A migragao das larvas para a musculatura
ap6s a morte do hospedeiro ndo se verifica em todas as espécies.

Smith (1984 in Eiras, 1994), sugeriu que este tipo de movimento migratorio
post-mortem poderia ter lugar, principalmente, nas espécies de peixes que contém
grandes quantidades de lipidos no seu tecido muscular.

5.2- MATERIAL E METODOS

Os exemplares utilizados para determinar a ocorréncia de larvas de
ANISAKIDAE em Trachurus trachurus foram os mesmos utilizados para a pesquisa
de Kudoa.

Depois de medidos, pesados e determinado o sexo, os hospedeiros foram
dissecados, retirando-se o tubo digestivo para uma placa de Pétri para posterior
observagéo a lupa.

53



A pesquisa de larvas de ANISAKIDAE foi também efectuada na cavidade
geral dos hospedeiros.

As larvas detectadas foram mortas em alcool a 70% quente e conservadas
em alcool a 70°.

A identificacdo das larvas foi feita de acordo com a tabela de identificagao
proposta por Moravec (1994).

Com base nos resultados obtidos determinou-se a prevaléncia e a
intensidade:

. ao longo do ano,
. nas diferentes classes de tamanho do hospedeiro,
. nos machos, fémeas e individuos de sexo indiferenciado.

A variacdo destes parametros foi analisada utilizando os Testes recomenda-
dos por Siegel & Castellan (1989).

Para comparar prevaléncias utilizou-se o Teste de Qui-quadrado, com um
nivel de confianga de 95%.

Para comparar intensidades foi utilizado o Teste de Medianas, com um nivel
de confianga de 95%.

Com o objectivo de detectar a presenga de larvas na musculatura dos peixes,
procedeu-se a realizagio de dois métodos de pesquisa: método de compressao e
médodo de digestéo.

Para o método de compresséo colheu-se uma amostra de musculatura de
cada exemplar que, depois de fortemente comprimida entre duas laminas, foi
observada ao microscépio optico.

Durante os trés primeiros meses (Outubro, Novembro e Dezembro) realizou-
-se em paralelo o método de digestdo. Neste método procedeu-se a digestao de
pequenos pedagos de musculo (1000 ml de solugdo de digestao para 2g de
musculo) a 37°C durante 7 horas.

A solucao utilizada para a digestao foi a seguinte:

1000 ml de soro fisiologico 0,9%;
7 ml de &cido cloridrico concentrado;
6 g de pepsina.

O produto digerido foi observado numa placa de Pétri ao estereoscopio para
detecgdo e contagem das larvas.
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5.3- RESULTADOS

5.3.1- Prevaléncia da parasitose

5.3.1.1- Prevaléncia da parasitose ao longo do ano

Foram encontradas larvas de ANISAKIDAE em todos os meses estudados
com a excepgdo de Qutubro. A prevaléncia da parasitose provocada por estas
larvas foi de 38,3% num total de 209 exemplares observados.

Os valores de prevaléncia variaram entre 0% em Outubro e 70% em Abril e
Agosto (Tabela 5.1 e Figura 5.3).

Tabela 5.1- Prevaléncia da parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE
ao longo do ano.

N° individuos | N°individuos | N°individuos | Prevaléncia

Més parasitados nao observados (%)
parasitados

Qutubro 0 13 13 0,0
Novembro 1 19 20 50
Dezembro 7 9 16 438
Janeiro 5 15 20 250
Fevereiro 11 9 20 55,0
Marco 8 12 20 40,0
Abril 14 6 20 70,0
Maio 11 g 20 55,0
Junho 4 16 20 20,0
Julho 5 15 20 250
Agosto 14 6 20 70,0
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Figura 5.3- Prevaléncia da parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE

ao longo do ano.

A ocorréncia do parasita foi significativamente diferente ao longo do ano
(x2=45,28;gl=10; P <0,05).
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5.3.1.2- Prevaléncia da parasitose nas diferentes classes de tamanho do

hospedeiro

Para determinar a relacdo entre a ocorréncia das larvas e o comprimento do
hospedeiro, consideraram-se as mesmas Cinco classes de comprimento utilizadas
para o estudo da ocorréncia de Kudoa.

Os valores da prevaléncia variaram entre 27,1% (classe 1: 15,0 - 17,9 cm) e
56,5% (classe 5: 27,0 - 29,9 cm) (Tabela 5.2 e Figura 5.4).

Tabela 5.2- Prevaléncia da parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE

nas diferentes classes de tamanho do hospedeiro.

Classes de | N°individuos | N°individuos | N° individuos | Prevaléncia

tamanho (cm) | parasitados nao observados (%)
parasitados

15,0 - 17,9 13 35 48 27 1

18,0 - 20,9 12 27 39 30,8

21,0-239 16 25 41 39,0

240-26,9 26 32 58 44 8

27,0-29,9 13 10 23 56.5
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Figura 5.4- Prevaléncia da parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE nas diferentes
classes de tamanho do hospedeiro. (1: 15,0 - 17,9 cm; 2: 18,0 - 20,9 cm; 3: 21,0 - 23,9 cm;
4:240-269cm; 5:27,0- 29,9 cm).

A ocorréncia do parasita ndo foi significativamente diferente para as
diferentes classes de tamanho (x2 = 7,69; gl = 4; P > 0,05), embora se verifique uma
tendéncia de aumento da prevaléncia com o aumento do tamanho do hospedeiro.
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5.3.1.3- Prevaléncia da parasitose nos machos, fémeas e individuos de sexo
indiferenciado

Os valores de prevaléncia variaram entre os 16,7% nos individuos de sexo
indiferenciado e 49,2% nas fémeas (Tabela 5.3 e Figura 5.5).

Tabela 5.3- Prevaléncia da parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE nos machos,

fémeas e individuos de sexo indiferenciado.

Sexo N° individuos | N° individuos | N° individuos | Prevaléncia
parasitados nao observados (%)
parasitados
Machos 38 46 84 45,2
Fémeas 32 33 65 492
Indiferenciado 10 50 60 16,7
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Figura 5.5- Prevaléncia da parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE nos machos,
fémeas e individuos de sexo indiferenciado.

A ocorréncia do parasita foi significativamente diferente para os machos,
fémeas e individuos de sexo indiferenciado (x2 = 16,9; gl = 2; P < 0,05),
apresentando estes a prevaléncia mais baixa.
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5.3.2- Intensidade da parasitose

5.3.2.1- Intensidade da parasitose ao longo do ano

As intensidades médias variaram entre 1,0 em Novembro e Junho e 3,7 em
Abril (Tabela 5.4 e Figura 5.6).

Tabela 5.4- Intensidade da parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE
ao longo do ano.

Intensidades
Més Média Minima Maxima

Qutubro - - -
Novembro 1,0 1 1
Dezembro 2,4 1 P
Janeiro 3,4 1 7
Fevereiro 1,5 1 3
Marco 11 1 2
Abril 3.7 1 11
Maio 16 1 5
Junho 1,0 1 1
Julho 1,6 1 3
Agosto 2,3' 1 7
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Figura 5.6- Intensidade média da parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE ao

longo do ano.
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5.3.2.2- Intensidade da parasitose nas diferentes classes de tamanho do
hospedeiro

A intensidade média variou entre 1,8 (classe 1: 15,0 - 17,9 cm) e 2,8 (classe
3:21,0-23,9 cm) (Tabela 5.5 e Figura 5.7).

Tabela 5.5- Intensidade da parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE
nas diferentes classes de tamanho do hospedeiro.

Classes de Intensidades

tamanho (cm) Média Minima Maxima
15,0-17,9 1,8 1 4
18,0 - 20,9 1,5 1 3
21,0-239 2,8 1 F
24,0-269 24 1 11
270-299 2,1 1 7
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Intensidade média

Figura 5.7- Intensidade média da parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE nas
diferentes classes de tamanho do hospedeiro (1: 15,0 - 17,9 cm; 2: 18,0 - 20,9 cm; 3: 21,0 -
239 cm; 4:24,0 - 26,9 cm; 5: 27,0 - 29,9 cm).

A intensidade da parasitose nao foi significativamente diferente para as
diferentes classes de tamanho (x2 = 0,849; gl = 4; P > 0,05).
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5.3.2.3- Intensidade da parasitose nos machos, fémeas e individuos de sexo
indiferenciado

A intensidade média variou entre 2,1 nas fémeas e 2,3 nos individuos de
sexo indiferenciado (Tabela 5.6 e Figura 5.8).

Tabela 5.6- Intensidade da parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE
nos machos, fémeas e individuos de sexo indiferenciado.

Intensidades
Sexo Média Minima Maxima
Machos 22 1 11
Fémeas 21 1 10
Indiferenciado 2,3 1 d
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Figura 5.8- Intensidade média da parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE nos
machos, fémeas e individuos de sexo indiferenciado.

A intensidade da parasitose ndo foi significativamente diferente para os
machos, fémeas e individuos de sexo indiferenciado (x2 = 0,732, gl=2; P > 0,05).
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5.3.3- Identificac@o das larvas de ANISAKIDAE

Os hospedeiros analisados encontravam-se parasitados com larvas
pertencentes aos géneros Anisakis (prevaléncia = 18,7%) e Hysterothylacium
(prevaléncia = 22,0%).

Foram observadas 175 larvas, 6 das quais nao foi possivel identificar, 78
(presentes em 39 hospedeiros) das quais pertencentes ao género Anisakis
(intensidade média = 2,0) e 91 (presentes em 46 hospedeiros) ao género
Hysterothylacium (intensidade média = 2,0).

Na Tabela 5.7 encontram-se os resultados obtidos ao longo do ano.

Tabela 5.7- NUmero de larvas de cada género detectadas ao longo do ano.

MESES Género Género Larvas néao TOTAIS
Anisakis Hysterothylacium | identificadas
Qutubro 0 0 - 0
Novembro 1 0 - 1
Dezembro 3 14 - 17
Janeiro 6 11 - 17
Fevereiro 11 6 - 17
Marco 6 3 - 9
Abril 26 24 2 52
Maio 13 5 - 18
Junho 5 3 - 4
Julho 0 = 3 8
Agosto 11 20 1 32
TOTAIS 78 91 6 175

Nas Figuras 5.9, 5.10, 5.1, 5.12 e 5.13 apresentam-se fotografias relativas
as larvas encontradas.
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Figura 5.10- Regido ventricular de Anisakis sp.. Escala = 100 pm.
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Figura 5.11- Regido posterior de Anisakis sp.. Escala = 50 ym.
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Figura 5.12- Regido anterior
de Hysterothylacium sp. com 0
ceco intestinal bem evidente.
Escala = 50 ym.




Figura 5.13- Regido posterior de Hysterothylacium sp. Escala = 50 um.
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5.3.4- Comparacio da eficacia de dois métodos de pesquisa de
larvas de ANISAKIDAE

Os métodos de compresséo e de digestdo foram utilizados com o objectivo
de detectar a presenca de larvas enquistadas na musculatura dos hospedeiros
examinados.

N3o se obteve qualquer resultado positivo com nenhum dos metodos.

5.4- DISCUSSAO

Em Portugal, esta descrita a ocorréncia de Anisakis, Hysterothylacium e
Contracaecum em Trachurus trachurus (Carvalho Varela & Cunha Ferreira, 1984).

Num estudo realizado em duas Rias da Galiza (Sanmartin et al., 1994) foram
observadas em Trachurus trachurus as seguintes larvas de ANISAKIDAE: Anisakis
(prevaléncia de 44% e 67 %, intensidade média de 7.3 e 8,2, respectivamente na Ria
de Muros e Ria de Arosa) e Hysterothylacium (prevaléncia de 78% e 99%,
intensidade média de 16,7 e 6,3 respectivamente na Ria de Muros e Ria de Arosa).

Os resultados obtidos no presente trabalho séo idénticos no que se refere a
presenca de larvas dos dois géneros, embora as prevaléncias e intensidades
obtidas sejam inferiores. A relagdo entre os dois géneros é diferente nos locais
amostrados no que se refere a prevaléncia (prevaléncia de Hysterothylacium
relativamente a prevaléncia de Anisakis muito superior na Galiza e apenas
ligeiramente superior no presente trabalho) e intensidade media (intensidade média
de Hysterothylacium relativamente & intensidade média de Anisakis & superior na
Ria de Muros, inferior na Ria de Arosa e igual no presente trabalho).

Estes resultados poderdo ser explicados pelo grau de acessibilidade de
hospedeiros intermedirios ou paraténicos em diferentes regides geogréficas.
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Devido as baixas prevaléncias e intensidades encontradas, a analise das
variagdes destes parametros no presente estudo, foi feita considerando o conjunto
das larvas de ANISAKIDAE independentemente do género a que pertencem.

Embora a prevaléncia varie significativamente ao longo do ano nao &
possivel encontrar um padrdo de variagéo faciimente explicavel. Um dos factores
que possivelmente contribuem para a variagéo observada relaciona-se com 0
tamanho do hospedeiro. Refira-se que um dos meses em que a prevaléncia foi mais
elevada (Abril) corresponde & amostra cuja meédia dos comprimentos dos
exemplares € mais elevada.

Verifica-se também que, embora ndo exista uma diferenga significativa na
ocorréncia das larvas nas diferentes classes de tamanho, os valores de prevaléncia
mais elevados sdo observados nas classes de tamanho maiores. Resultados
semelhantes foram obtidos por Lang et al. (1989) em estudos realizados no Mar
Baltico em arenques.

A relacdo entre o comprimento do hospedeiro e a ocorréncia da parasitose
parece ser ldgica se pensarmos que Os hospedeiros mais velhos estiveram
expostos a parasitose durante um periodo de tempo maior.

Os valores obtidos para a prevaléncia da parasitose s&o significativamente
diferentes nos machos, fémeas e individuos de sexo indiferenciado, sendo estes 0s
que apresentam a prevaléncia mais baixa.

Na bibliografia consultada ndo se encontraram referéncias relativas a
influéncia do sexo e estado de maturagdo dos hospedeiros nos valores de
prevaléncia da parasitose. Com base apenas nos nossos resultados, os individuos
imaturos parecem ser menos susceptiveis a parasitose o que eventuaimente podera
ser devido a um efeito conjunto do tamanho do hospedeiro e seu estado fisiolégico,
na resisténcia a parasitose.

Os valores de intensidade variaram ao longo do ano ndo sendo no entanto
possivel encontrar um padrdo de variagdo. O valor mais elevado de intensidade
média registou-se no més de Abril (3,7).

Os valores de intensidade média ndo sdo significativamente diferentes nas
diferentes classes de tamanho. No entanto, as classes 3, 4 e 5 (classes com
hospedeiros de maior tamanho) apareceram com valores de intensidade elevados
relativamente as classes 1 e 2 (classes com hospedeiros de menor tamanho).

Blanco (1998) refere que normalmente a carga parasitaria aumenta com a
idade e tamanho do hospedeiro. O mesmo autor acrescenta que no bacalhau se
verificou que a partir de determinado comprimento a intensidade da parasitose
diminui. Este dado parece-nos importante pois, curiosamente, também na nossa
pesquisa a classe de tamanho maior (classe 5, com hospedeiros de comprimento
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entre os 27,0 e 29,9 cm) apresentou uma intensidade média inferior relativamente
as classes 3 e 4.

Também Grabda (1976) chegou a valores de intensidades, em arenques e
bacalhau, menores na classe de tamanho maior. Provavelmente os individuos mais
velhos, e por isso maiores, possuam um sistema de defesa mais eficiente.

A intensidade da parasitose nos machos, fémeas e individuos de sexo
indiferenciado, ndo foi significativamente diferente.

Relativamente & relacdo do sexo dos hospedeiros com a intensidade da
parasitose também n&o se encontrou qualquer referéncia na bibliografia consultada.

O ambito da realizacéo deste estudo ndo nos permite concluir quais os factos
que determinam os valores de prevaléncia e intensidade obtidos. No entanto,
parece-nos légico afirmar, que o regime alimentar dos hospedeiros e a
acessibilidade aos hospedeiros intermedidrios parasitados podera determinar os
valores de prevaléncia e intensidade.

Foram utilizados dois métodos de pesquisa para detecgdo de larvas
enquistadas na musculatura. Nos dois métodos os resultados foram negativos.
Assim, ndo podemos comparar a sua eficacia.

Os nossos resultados estdo de acordo com os observados por Carvalho
Varela & Cunha Ferreira (1984) no mesmo hospedeiro. Também estes autores nao
detectaram quaisquer formas larvares de ANISAKIDAE na musculatura de
Trachurus trachurus. No entanto, Sanmartin ef al. (1994) utilizando uma solugéo de
digestdo semelhante a nossa, detectou prevaléncias superiores a 20% de larvas do
género Anisakis e de 38% de larvas de Hysterothylacium na musculatura
perivisceral de Trachurus trachurus.

Bueno (1992 in Blanco, 1998), refere valores de prevaléncia superiores a
30% de larvas encontradas na musculatura de bacalhau, besugo e pescada.

O facto de ndo terem sido encontradas larvas, por nenhum dos meétodos
utilizados, pode levantar algumas questdes. O peixe por nés examinado, adquirido
num mercado da cidade do Porto, encontrava-se sempre fresco. Provavelmente nao
decorreu tempo suficiente para que as larvas migrassem das visceras para a
musculatura.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados observados parece-nos poder retirar as seguintes
conclusdes relativamente a parasitose provocada por Kudoa em Trachurus
trachurus:

1. Kudoa foi identificado pela primeira vez em Tachurus trachurus em
Portugal.

2. Verificou-se a ocorréncia de uma espécie ao longo de todo o ano e o
aparecimento de uma outra espécie apenas no més de Maio.

3. A prevaléncia da parasitose por Kudoa sp. (84,7%) foi bastante elevada ao
longo do periodo de amostragem.

4. A ocorréncia do parasita € independente do tamanho do hospedeiro.

5. A prevaléncia da parasitose nos individuos de sexo indiferenciado € mais
elevada que nas fémeas e nos machos.

6. Os valores de intensidade da parasitose foram significativamente
diferentes ao longo do ano e estéo possivelmente relacionados com o tamanho do
hospedeiro.

7. Embora ndo exista uma diferenga significativa para os valores de
intensidade encontrados nas diferentes classes de tamanho, os exemplares maiores
tém geralmente intensidades superiores.

8. A intensidade da parasitose foi independente do sexo e estado de
maturagao do hospedeiro.

9. A parasitose provoca um amolecimento muscular, muito provavelmente

devido & actuacdo de enzimas proteoliticas produzidas pelo parasita, diminuindo,
por este motivo, o valor comercial do pescado.
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10. O método de digestdo, por nds utilizado, ndo foi eficaz. A solucéo de
pancreatina utilizada provavelmente destrdi parcial ou totalmente os esporos de
Kudoa sp..

No que diz respeito a parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE,
baseados nos nossos resultados, parece-nos poder afirmar que:

1. Trachurus trachurus encontra-se parasitado por larvas pertencentes a dois
géneros de ANISAKIDAE: Anisakis e Hysterothylacium.

2. A prevaléncia da parasitose provocada por larvas de ANISAKIDAE foi de
38,3%. A prevaléncia de infecgdo por larvas de Anisakis (18,7%) foi ligeiramente
inferior & observada para Hysterothylacium (22,0%) sendo estes valores de
prevaléncia bastante inferiores ao anteriormente descrito para este hospedeiro.

3. Embora nado tenham sido observadas diferengas significativas na
ocorréncia de larvas nas diferentes classes de tamanho do hospedeiro verificaram-
se valores de prevaléncia mais elevados nas classes de tamanho maiores.

4. A ocorréncia do parasita foi significativamente diferente para os machos,
fémeas e individuos de sexo indiferenciado.

5. Os valores de intensidade média observados, quer para Anisakis quer para
Hysterothylacium, foram bastante inferiores aos anteriormente descritos para este
hospedeiro.

6. Embora ndo tenha sido observada uma diferenca significativa para os
valores de intensidade encontrados nas diferentes classes de tamanho, os
exemplares de maiores dimensbes apresentaram geralmente intensidades mais
elevadas.

7. A intensidade da parasitose foi independente do sexo e estado de
maturacao do hospedeiro.

8. Contrariamente as observagdes de alguns autores, ndo foram detectadas
larvas de ANISAKIDAE a parasitar o musculo de Trachurus trachurus.
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Parece-nos ser possivel concluir que a presenca do MYXOSPOREA Kudoa
sp. bem como de larvas de nematodes ANISAKIDAE no carapau pode ter um
aspecto negativo na sua comercializagéo, assim como podera colocar em risco a

saude publica.
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7. ANEXO
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