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Resumo

Os mixozodrios do género Kudoa (Mixozoa: Multivalvulida) sdo parasitas aquaticos
cosmopolitas, que infetam diversos peixes marinhos e estuarinos com interesse comercial. A
sua presencga origina, frequentemente, perdas econdmicas na industria da pesca e aquacultura
quer devido a degradagdo muscular acelerada dos produtos da pesca infetados (mioliquefagao
post-mortem), quer secundaria a formacdao de quistos macroscopicos. Recentemente este
parasita tem sido também associado a casos zoonoéticos associados a ingestao de peixe cru.

De modo a caracterizar a situagdo em Portugal, o presente estudo analisou a presenga
de mixosporos do género Kudoa em diversas localizagdes anatomicas em cavala
(Scombercolias) e carapau (Trachurus trachurus), descarregados na lota de Peniche, e em
garoupa-legitima (Epinephelus aeneus), pargo-sémola (Pagrus auriga) e carapau-chileno
(Trachurus murphyi), recolhidos nos Postos de Controlo Fronteirico de Lisboa, e provenientes
de paises terceiros (Senegal e Chile). Para isso, foi conduzida uma andlise quantitativa
(nimero de esporos por grama de musculo) e qualitativa (morfometria dos esporos detetados).

Os resultados revelaram uma prevaléncia de 100% de Kudoa spp. em carapau, sendo
que a intensidade média foi de 115,43x103 mixosporos por grama de musculo, mesmo na
auséncia de alteracdes macroscopicas evidentes. Por outro lado, a prevaléncia em cavala foi
de 0%. Nas amostras provenientes de paises terceiros, a parasitose apenas foi detetada em
pargo- sémola, com uma intensidade de 3,75x10° mixosporos/g.

Este estudo confirmou a presenca deste parasita, com potencial zoonotico, em
produtos da pesca colocados no mercado portugués, para consumo humano. Desta forma,
sublinha-se a congelacdo prévia como medida preventiva essencial, quando o peixe ¢
consumido cru ou insuficientemente confecionado. Esta medida € particularmente relevante,
uma vez que os controlos oficiais estabelecidos, preconizam apenas a inspecao visual

macroscopica na detecdo de parasitas visiveis, o que exclui os mixozoarios do género Kudoa.

Palavras-chave: Saude Publica; Kudoa spp.; morfometria; peixe; Posto de Controlo

Fronteirigo.



Abstract

The myxozoans of the genus Kudoa (Myxozoa: Multivalvulida) are cosmopolitan
aquatic, parasites that infect various marine and estuarine fish of commercial interest. Their
presence frequently causes economic losses in the fishing and aquaculture industry, either due
to accelerated muscle degeneration of infected fish products (post-mortem myoliquefaction),
or secondary to the formation of macroscopic cysts. Recently, this parasite has also been
associated with zoonotic cases linked to the consumption of raw fish.

In order to characterize the situation in Portugal, the present study analyzed the
presence of myxospores of the genus Kudoa in various anatomical locations in Atlantic chub
mackerel (Scomber colias) and Atlantic horse mackerel (7Trachurus trachurus), landed at the
Peniche first sale fish market, and in white grouper (Epinephelus aeneus), redbanded
seabream (Pagrus auriga), and Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi), collected at the
Border Control Posts in Lisbon, originating from third countries (Senegal and Chile). For this
purpose, a quantitative analysis (number of spores per gram of muscle) and qualitative
analysis (morphometry of detected spores) were conducted.

The results revealed a 100% prevalence of Kudoa spp. in Atlantic horse mackerel,
with an average intensity of 115,43x10° myxospores per gram of muscle, even in the absence
of evident macroscopic alterations. On the other hand, the prevalence in Atlantic chub
mackerel was 0%. In samples from third countries, the parasitosis was only detected in
redbanded seabream, with an intensity of 3.75x10° myxospores/g.

This study confirmed the presence of this potentially zoonotic parasite in fishery
products placed on the Portuguese market for human consumption. Thus, prior freezing is
emphasized as an essential preventive measure when fish is consumed raw or insufficiently
cooked. This measure is particularly relevant since established official controls only establish
visual macroscopic inspection for the detection of visible parasites, which excludes

myxozoans of the genus Kudoa.

Keywords: Public Health; Kudoa spp.; morphometry; fish; Border Control Post.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
A - Altura do mixosporo
ADN - Acido desoxirribonucleico

Cc - Comprimento da cépsula polar do mixosporo
cm - Centimetros

DD - Estatuto de conservagao - Informacao Insuficiente (do inglés Data Deficient)

DGAVYV - Dire¢ao-Geral de Alimentacdo ¢ Veterinaria

DGRM -Diregdo-Geral de Recursos Naturais, Seguranca e Servigos Maritimos
DSAVRLYVT - Dire¢do de Servigos de Alimentagdo e Veterinaria da Regido de Lisboa e Vale
do Tejo

DSCE - Documento Sanitdrio Comum de Entrada

EM - Eixo maior do mixosporo

Em - Eixo menor do mixosporo

EFSA - Agéncia Europeia de Seguranca Alimentar (do inglés European Food Safety
Authority)

FMV-ULuséfona - Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Lus6fona

IUCN — Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza (do inglés International Union
for Consevation of Nature)

INE - Instituto Nacional de Estatistica

K - Kudoa spp.

LC - Estatuto de conservagdo - Pouco Preocupante (do inglés Least Concern)

Lc - Largura da capsula polar do mixosporo

mL - Mililitro

mm- Milimetro

NacCl -Cloreto de sodio

NAVA- Nucleo de Alimentagdo ¢ Veterinaria de Alcantara

NC- Nomenclatura combinada

NT- Quase Ameacada (do inglés Near Threatended)

PBS - Solucao salina tamponada com fosfato (do inglé€s Phosphate Buffered Saline)

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase (do inglés Polymerase Chain Reaction)

PCF - Posto de Controlo Fronteirigo

pH - Potencial de hidrogénio

r- Coeficiente de correlaciao de Pearson



SEM - Microscopia Eletronica de Varrimento (do inglés Scanning electron microscopy)
SPRFMO - Organizagdo Regional de Gestao das Pescas do Pacifico Sul

SSU rADN- Subunidade pequena de ADN ribossomal (do inglés Small subunit ribosomal
DNA)

TEM - Microscopia Eletronica de Transmissao (do inglés Transmission electron microscopy)
TER - Resisténcia Elétrica Transepitelial

TRACES — Sistema Informatizado de Controlo das Trocas Comerciais (do inglés Trade and
Control Experts System)

UE - Unido Europeia

UV - (Radiacdo) ultravioleta

VS - versus

18S - Subunidade pequena do RNA ribossomal
28S - Subunidade maior do RNA ribossomal

pm - Micrometros
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Descri¢ao da casuistica do estagio

A presente dissertacdo pretende descrever as atividades desenvolvidas pela autora
durante o estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterindria da Universidade Luso6fona (FMV-ULus6fona), dando cumprimento a
estrutura curricular e ao plano de estudos divulgados pelo Despacho n® 15989/2009 (2* Série)
publicado no Didrio da Republica de 13 de junho de 2009 e alterado pelo Despacho n°
8686/2020 de 9 de setembro.

No total, as atividades deste estdgio curricular decorreram ao longo de
aproximadamente 775 horas em diversas areas de atuacdo da Medicina Veterindria, que
apesar de distintas sdo complementares, dando cumprimento ao plano de estudos do Mestrado
Integrado em Medicina Veterinaria da FMV-ULus6fona. O estadgio, que decorreu entre os
meses de marco e setembro de 2024, sob a orientagdo do Professor Doutor Tiago Gomes, foi
dividido em trés componentes distintas da Medicina Veterinaria: uma vertente de pratica
clinica de animais de companhia (1), uma parte no dmbito dos controlos oficiais de seguranca

alimentar (2) e finalmente uma atividade laboratorial de investigacao (3).

1. Clinica de animais de companhia

O estagio em clinica de animais de companhia, decorreu na clinica Alcabidechevet
com a orientagdo externa da Dra. Claudia Correia, médica veterinaria e diretora clinica, tendo
sido subdividido em medicina interna, clinica cirargica e laboratdrio clinico (Tabela 1).

Relativamente a medicina interna a autora fez acompanhamento de consultas,
procedeu ao célculo de dosagens, administragdo de farmacos, discussdo de casos clinicos,
realizacdo de exames fisicos e execugdo de exames complementares, tais como radiografias,
ecografias e ecocardiografias assim como monitorizagdo dos pacientes.

No ambito da clinica cirtrgica, a autora esteve envolvida em consultas pré-cirargicas,
aplicag¢do de protocolos anestésicos, observacdo de cirurgias e acompanhamento dos pacientes
no pos-cirurgico.

Ao nivel laboratorial clinico foram realizados esfregacos de sangue, para pesquisa de
hemoparasitas, citologia de ouvido para diagndstico de otites causadas por agentes
bacterianos, fingicos ou parasitarios; hemogramas e analises bioquimicas. Nas Tabelas 2 e 3
podem ser consultados os numeros de animais examinados e os tipos de procedimentos

clinicos acompanhados pela autora durante esta parte do estagio curricular.
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Tabela 1 - Resumo do estagio na area clinica de pequenos animais.

Periodo de Estagio

8 de abril a 21 de junho de 2024- 200 horas

Tema

A. Clinica de animais de companhia

Objetivos

Desenvolvimento, consolidag¢do de conhecimentos e de
competéncias praticas adquiridas ao longo do curso de
Medicina Veterinaria.

Tarefas

Acompanhamento de consultas, cirurgias, monitorizacao de
pacientes internados, execucao de exames de diagndstico
complementar, analises sanguineas e bioquimicas, limpeza
de boxes e passeios dos pacientes.

Local

Clinica Veterinaria Alcabidechevet. Alcabideche, Cascais
(Portugal).

Tabela 2 - Numero de pacientes examinados durante o estagio em clinica de animais de companbhia.

Més Gatos (Felis catus) (BEES (Ct.u'us'lup s
familiaris)
Abril 59 42
Maio 47 55
Junho 37 32
143 129
Total n=272

Tabela 3 - Numero e tipos de procedimentos acompanhados em cées ¢ gatos durante o periodo de estagio.

Caes (Canis lupus
Procedimentos Gatos (Felis Catus) familiaris)
Colocagao microchip 2 4
Vacinagio 24 30
s 2 0
Examesiz(;rriilggentares 36 20
Cirurgia eletiva 8 6
Cirurgia ortopédica 3
Dentisteria 2 2
Analises bioquimicas 143 129
Hemograma 143 129
citologias do ouvido 17
Eutanasia 3
Necropsia 1
Total 395 374
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2. Controlos oficiais de seguranca alimentar

O estagio desenvolvido na area dos controlos oficiais e seguranca alimentar foi
desenvolvida na Dire¢do de Servicos de Alimentagdo e Veterinaria da Regido de Lisboa e
Vale do Tejo (DSAVRLVT) da Diregao-Geral de Alimentacdo e Veterinaria (DGAV), mais
concretamente no Nucleo de Alimentacdo e Veterinaria (NAV) de Alcantara, no Posto de
Controlo Fronteirico (PCF) de Lisboa, sob a orientagdo externa do Dr. Pedro Melo, médico
veterinario e coordenador do PCF de Lisboa. O estagio decorreu principalmente na
Alfandega Maritima de Lisboa, nomeadamente os centros de inspe¢ao da Liscont, no
Terminal de Contentores de Alcantara, e a Sotagus, no Terminal de Contentores de Santa
Apoldnia, em Xabregas. Parte deste braco do estagio teve lugar também na Zona de Carga do
Aeroporto Humberto Delgado, em Lisboa. No total as atividades decorreram durante os
meses de julho, agosto e setembro de 2024 (Tabela 4). Realizaram-se controlos de animais de
estimacdo na carga aérea, animais vivos para fins ornamentais de paises terceiros e controlos
oficiais em produtos de origem animal provenientes de paises terceiros (Tabelas 5 e 6).
Durante este periodo foram recolhidas amostras de produtos da pesca para identificacio

laboratorial de formas parasitarias de potencial zoondtico que serdo analisadas no capitulo II.

Tabela 4 - Resumo do estagio na vertente de controlos oficiais de seguranca alimentar.

Periodo de estagio 1 julho a 30 setembro de 2024; 400 horas

A. Controlos oficiais de seguranga alimentar
Tema

Compreender o funcionamento de um organismo oficial da
autoridade competente na manutengao da seguranca
alimentar dos géneros alimenticios;

Adquirir experiéncia num ramo de atuagao especifico da
responsabilidade dos médicos veterinarios oficiais;
Controlo de produtos de origem animal provenientes de
paises terceiros;

Supervisao e fiscalizacdo dessas importagdes para garantir a
conformidade com as normas e regulamentos europeus de
seguranga alimentar.

Objetivos

Controlo documental, controlo de identidade, controlo fisico
de produtos de origem animal (com principal enfoque nos
produtos da pesca) ;

Recolha de amostras para identificagdo laboratorial de
parasitas zoonoticos.

Posto de Controlo Fronteirigo de Lisboa (Aeroporto
Humberto Delgado e Porto de Lisboa), Dire¢ao-Geral de
Alimentacao e Veterinaria (Portugal).

Tarefas

Local
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Tabela 5 - Numero de controlos oficiais acompanhados durante o estagio curricular na Dire¢do-Geral de
Alimentacdo e Veterinaria.

Controlos oficiais no Posto de Controlo Fronteirico de Lisboa
Tipo de Controlo
Localizacao
Documental Identidade Fisico
Liscont (Terminal
de Contentores de 705 705 123
Alcantara)
Sotagus
(Terminal de 50 4 4
Contentores de
Santa Apolonia)
Carga aérea
(Aeroporto 16 16 15
Humberto
Delgado)
Total 771 725 142

Tabela 6 - Numero de controlos de mercadorias por tipologia, autorizadas para o mercado interno, realizadas
pela estagiaria.

Controlos oficiais no Posto de Controlo Fronteirico de Lisboa

Tipo de mercadoria N° de controlos
Produtos da pesca 494
Carne fresca / Produtos carneos 111
Produtos compostos 67
Mel 30
Casings (tripas) 28
Outros (embrides, sémen) 3
Nao Consumo Humano NHC (petfood,
feedstuff) 3
Total 771

3. Atividade laboratorial de investigacio

Finalmente, a parte laboratorial de investigacdo do estdgio curricular realizado na
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Lus6fona (FMV-ULus6fona) no ambito

do projeto de investigagdo em curso intitulado “Detection of emergent zoonotic fish-borne
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parasites with interest in food safety in Portugal” financiado pela Universidade Luséfona para
pesquisa, identificagdo e caracterizagdo de parasitas zoondticos em produtos da pesca (Tabela
7). Durante esta fase foram realizadas técnicas de dissecdo e digestao artificial de peixe para
consumo humano, técnicas de sedimentagdo e filtracdo, assim como posteriormente a
identificacdo, quantificagdo e analise morfométrica de formas parasitarias do género Kudoa,
através de estereoscopia e microscopia Otica. Os procedimentos, resultados e respetiva
discussdo serdo posteriormente abordados no corpo deste documento com maior pormenor.
Com os resultados prematuros da investigagcdo foi desenvolvida uma apresentagao em formato
de poster cientifico intitulado “Dete¢do e caracterizagdo morfologica de Kudoa sp. em
pescado de Peniche” (Anexo) apresentado no dia 5 de julho de 2024, no FMVet Research
Meetings, 111 Encontro de Investiga¢do da FMV da Universidade Lusofona.

Tabela 7 - Resumo do estagio na vertente laboratorial que decorreu na Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Lusofona.

Periodo de estagio 20 marco a 20 junho de 2024 - 175 horas
1. Atividade laboratorial de investigacdo

Pesquisa e identificacdo de parasitas zoondticos em peixe no
ambito do projeto de investigagdo em curso intitulado “Detection of
emergent zoonotic fish-borne parasites with interest in food safety

in Portugal”.
Desenvolvimento de competéncias laboratoriais na manipulagio de
Objetivos amostras biologicas, equipamentos e técnicas laboratoriais
relativamente ao processamento de produtos da pesca.

Dissecdo e digestdo artificial de peixe para consumo humano.

Recolha, anélise e identifica¢do de parasitas zoonoéticos.
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Luséfona

(FMV-ULus6fona), Campo Grande, Lisboa (Portugal).

Tema

Tarefas

Local
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I. Introducao

1. Pesquisa e caracterizacio de Kudoa spp. em produtos da pesca

A bacia oceanica portuguesa, localizada ao longo de toda a costa, ¢ um ecossistema
marinho que desempenha um papel crucial na biodiversidade e na economia nacional,
segundo o High Level Panel for a Sustainable Ocean Economy (Ocean Panel, 2018) e Ferreira
et al. (2022). Com uma extensdo que abrange aguas quentes, temperadas e frias do Atlantico
até as profundas depressdes submarinas, esta regido sustenta uma vasta diversidade de
espécies marinhas, mas também serve como recurso alimentar (Ministério do Mar, 2021).

Portugal ¢ dos paises da Europa que mais consome peixe, o que reflete ndo apenas
uma tradicdo gastrondomica, como também uma dependéncia do pais em relacdo aos produtos
da pesca. De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica (2024), o consumo de peixe per
capita em Portugal ronda os 60 a 70 kg por ano, um valor que se destaca tanto ao nivel
europeu como ao nivel mundial. Comparativamente aos paises europeus em que a média de
consumo ronda os 24 kg por pessoa, por ano, mostrando que os portugueses consomem cerca
de trés vezes mais produtos da pesca do que os restantes paises da UE (INE, 2024).

O relatério anual da Diregao-Geral dos Recursos Maritimos (DGRM, 2020) indicou
que cerca de 60% do peixe consumido ao nivel nacional teve origem em aguas portuguesas,
reforgando consequentemente a importancia da seguranca alimentar.

Duas das espécies, mais consumidas em Portugal, sdo o carapau (7Trachurus
trachurus) e a cavala (Scomber scombrus). Em 2023, segundo os dados do Instituto Nacional
de Estatistica (INE, 2024), foram capturadas 18.471 toneladas de carapau e 32.222 toneladas
de cavala. Estas espécies sdo conhecidas pelo seu valor nutricional, sendo ricas em acidos
gordos essenciais que beneficiam a saude cardiovascular (European Food Safety Authority
[EFSA], 2014), além de serem ricas em proteinas e vitaminas.

Nos ultimos anos, as mudangas nos habitos alimentares, sobretudo o maior consumo
de peixe cru, tém sido associadas ao surgimento de infegdes entéricas em humanos. Para além
das infecdes, tém sido reportadas quebras significativas na produgdo pesqueira, com impacto
economico consideravel (Feist & Longshaw, 2006; Okamura ef al., 2015; Whipps & Kent,
2006).

Por vezes, associados a estas problematicas estdo parasitas mixozodrios (classe
Myxozoa), em particular mixosporideos da subclasse Myxosporea, que inclui

aproximadamente 2500 espécies conhecidas (BartoSova-Sojkova et al., 2014; Liu et al., 2019;
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Okamura et al., 2018). Estes parasitas infetam predominantemente os tecidos de hospedeiros
vertebrados, sendo os peixes os mais afetados, embora também possam afetar anfibios e
répteis, e raramente aves ¢ mamiferos (Bartholomew et al., 2008; Feist & Longshaw, 2006;
Prunescu et al., 2007). Nos vertebrados os mixosporideos, podem desenvolver-se em tecidos
ou Orgdos cavitarios, formando plasmddios, que sdo estruturas unicelulares onde as formas
parasitarias predominantes, os mixosporos, sdo produzidos. Estes ultimos, sdo altamente
resistentes as condigdes ambientais e sdo a forma parasitaria infetante dos hospedeiros
invertebrados, os anelideos (Feist & Longshaw, 2006; Okamura et al., 2015; Okamura et al.,
2018).

Atualmente, tem-se registado um aumento do interesse, em relacdo aos parasitas nos
peixes ¢ a forma como estes se manifestam em diversas espécies, particularmente os
mixosporideos do género Kudoa, que sdo responsaveis por perdas econdmicas relevantes
devido a mioliquefagdo post-mortem em produtos da pesca. E importante compreender o seu
ciclo bioldgico para tentar controlar as infecdes nos hospedeiros vertebrados, diminuindo,
assim, o impacto econdmico na industria das pescas. Além disso, ¢ importante conhecer o
potencial zoondtico dos parasitas do género Kudoa, uma vez que ja foram associadas infe¢des
entéricas ao consumo de peixe cru, infetado por estes mixosporideos (Kawai et al., 2012;

Shamsi & Barton, 2024; Takashima ef al., 2021).
1.1. Os parasitas do género Kudoa
1.1.1. Taxonomia

O estudo dos Myxozoa teve um grande avanco com os trabalhos pioneiros de Kudo,
em 1919, que realizou uma revisdao abrangente dos géneros e espécies, até entdo conhecidos
de Myxosporidia, com base na morfologia dos esporos e outras caracteristicas microscopicas.
Embora, o género Kudoa, ainda ndo tivesse sido descrito nessa época, a obra de Kudo
representou um marco fundamental na sistematica do grupo. Ao longo dos anos, o género
passou por reclassificagdes significativas. Em 1947, Meglitsch estabeleceu formalmente o
género Kudoa (Lom & Dykova, 2006; Moran et al.,1999). Originalmente considerado um

subgrupo de Chloromyxum, Kudoa foi reclassificado devido a diferencas observadas na

morfologia dos esporos. Até ao final da década de 1990, foram identificadas 44 espécies do
género Kudoa (Moran et al., 1999). Desde entdo, registou-se um acréscimo de 51 novas

espécies, perfazendo um total de 95 atualmente reconhecidas.Algumas dessas novas adigdes
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resultaram da reclassificagdo de espécies multivalvulideas anteriormente inseridas nos
géneros Pentacapsula (Naidenova & Zaica, 1970), Hexacapsula (Arai & Matsumoto, 1953) e
Septemcapsula (Hsieh & Chen, 1984).

O avanco das técnicas moleculares tem contribuido para essas mudangas,
evidenciando a necessidade de integrar dados morfologicos, moleculares e ecolégicos para
uma categorizagdo mais precisa (Eiras et al., 2014; Fiala, 2006; Moran et al., 1999).
Atualmente, o género Kudoa classifica-se dentro do filo Cnidaria, na classe Myxozoa,
subclasse Myxosporea, ordem Multivalvulida e familia Kudoidae (Lom & Dykova, 2006).

A analise das sequéncias de ADN ribossomal da subunidade pequena (SSU rDNA)
trouxe clareza ao revelar conexdes filogenéticas que ndo eram percetiveis apenas pela
morfologia (Moran et al., 1999; Whipps et al., 2004; Atkinson et al., 2015).

O estudo de Hervio et al. (1997) demonstrou que as espécies de Kudoa tendem a
agrupar-se mais segundo a sua localiza¢do geografica do que pela morfologia dos esporos,
sugerindo que os métodos tradicionais podem ocultar diferengas genéticas ou bioldgicas nao
visiveis a observacdo morfoldgica. Embora tenham sido feitos avancos significativos, ainda
persistem desafios na classificagdo sistematica deste género. O ciclo de vida mantém-se pouco
compreendido, o que complica estudos ecoldgicos e de evolucao. Além disso, a diversidade
do género Kudoa continua a crescer (Eiras et al., 2014; Shamsi & Barton, 2024).

Dentro do género Kudoa, destacam-se algumas espécies como Kudoa thyrsites,
Kudoa musculoliquefaciens, Kudoa pleurogrammi, Kudoa iwatai, Kudoa islandica e Kudoa
paniformis como as mais documentadas, por serem responsaveis pela mioliquefacdo post-
mortem (Burger et al., 2006; Eiras et al., 2014; Giullietti ef al., 2020; Kasai ef al., 2016, Kasai
et al.,2017; Diamant et al., 2005; Kristmundsson & Freeman, 2014; Li et al., 2013; Moran et
al., 1999). As espécies Kudoa hexapunctata e Kudoa septempunctata sdo notaveis por terem
sido associadas a infegdes zoonoOticas (Shamsi & Barton, 2024; Shirakashi et al., 2021;
Sugita-Konishi et al., 2014).

Atualmente, cerca de 120 espécies de Kudoa estdo descritas em diferentes regidoes do
mundo (Abdel-Baki et al., 2018; Casal et al., 2019; Eiras et al., 2014; Giirkanl et al., 2018;
Kasai et al., 2017; Li et al., 2022; Monteiro et al., 2019; Sakai et al., 2018).

1.1.2. Ciclo bioldgico

O ciclo de vida dos mixozodrios, parasitas do género Kudoa, continua a ser um

enigma, apesar de muito explorado pela comunidade cientifica. A hipdtese mais comum,
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baseia-se em estudos sobre outros mixozoarios, em que o ciclo apresenta dois hospedeiros,
um vertebrado (peixe) e um invertebrado, um verme anelideo aquatico (oligoqueta ou
poliqueta) (Shamsi & Barton, 2024). Ap6s a morte ou decomposicdo de um hospedeiro
vertebrado infetado, os mixosporos sdo libertados para o ambiente aquatico, e estas formas
infetantes sdo ingeridas por hospedeiros invertebrados, os anelideos. Dentro do novo
hospedeiro completam o seu ciclo, no epitélio intestinal (Koprivnikar & Desser, 2002). No
entanto, o papel preciso dos invertebrados neste ciclo, ainda esta a ser explorado (Eiras et al.,
2014; Radman et al., 2023). Quando o hospedeiro invertebrado ingere os mixosporos, estes
atingem o intestino, e apos penetrar nas células epiteliais, inicia-se a infecdo (Rocha et al.,
2019). Formam-se, entdo, os actinosporos, as formas infetantes para os hospedeiros
vertebrados, que sdo posteriormente libertados no ambiente aquatico, onde flutuam e podem
infetar novos hospedeiros ictios (Figura 1) (Lom & Nilsen, 2003). No entanto, existem
excegoes, como Kudoa ovivora e Kudoa azevedoi, que aparentemente nao necessitam de um
hospedeiro invertebrado ¢ podem infetar diretamente outros peixes, que se alimentam dos
tecidos infetados, como os ovarios (Swearer & Robertson ,1999; Mansour et al.,2013).

Pensa-se que os peixes sdo infetados através da pele, barbatanas ou branquias quando
expostos a actinosporos, libertados pelo hospedeiro anelideo (Atkinson et al., 2019; Giulietti
et al., 2024a; Lom & Dykova, 2006, Rangel et al., 2015; Rangel ef al., 2016).

A maioria das espécies de Kudoa tem afinidade pelo tecido muscular esquelético,
onde podem formar estruturas celulares, designadas por plasmodios (Iglesias et al., 2022;
Monteiro et al., 2019), formas multinucleadas, que se desenvolvem dentro do hospedeiro e
sdo responsaveis por armazenar e produzir esporos (El- Matbouli et al., 1992; Kallert et al.,
2007), podem também ser encontrados no musculo cardiaco e nos musculos lisos de
diferentes peixes (Eiras et al., 2014). No entanto, devido a grande diversidade de espécies
dentro do género Kudoa e as suas capacidades em infetar diferentes tecidos, ¢ plausivel que os
ciclos de vida variem entre as diferentes espécies (Shamsi & Barton, 2024). A temperatura,
salinidade e a disponibilidade de hospedeiros adequados, afetam diretamente a viabilidade e
transmissao dos seus esporos (Alama-Bermejo ef al., 2013; Vaz, 2000; Koprivnikar & Desser,

2002).

22



Hospedeiro vertebrado

Os actinosporos infetam peixes
penetrando através da pele ou
pelaingestdo de vermes decomposicio

marinhos anelideos apbs a morte dos peixes

Esporogonia
Os actinosporos sao libertados
no ambiente aquatico @%
} Actinosporo Mixosporo

7

Os mixosporos sdo libertados por

Esporogonia <- Gametogonia <- Esquizogonia

Os vermes anelideos ingerem
0S MiX0Sporos
presentes nos restos de
decomposicao
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no epitélio intestinal dos vermes anelideos

Hospedeiro invertebrado

Figura 1 — Ciclo bioldgico do género Kudoa. llustragdes adaptadas de (Radman et al., 2023).

1.1.3. Distribuicao geografica

Os parasitas do género Kudoa foram identificados nas massas oceanicas que banham
todos os continentes, com exce¢do da Antartica. Relatos sobre Kudoa spp. indicam a sua
presenca nas zonas marinhas e estuarinas de diversos paises das Américas, incluindo Brasil,
Peru, Argentina, Estados Unidos da América, México e Panama. Além disso, estes parasitas
foram encontrados nas aguas que circundam a Australia, reportados em varias nacdes asiaticas,
como Japao, ndia, Taiwan, China, Iémen, Ilhas Filipinas e Coreia do Sul, bem como em
paises europeus, como Franca, Ucrdnia e Espanha. Em Africa, foram registados em locais
como Tunisia, Senegal, Nigéria e Africa do Sul. (Eiras et al., 2014; Shamsi & Barton, 2024).
Para além, dos ambientes aquaticos marinhos e estuarinos destes paises, os parasitas do
género Kudoa foram, ainda, encontrados em nichos ecoldgicos diferentes, como rios, lagoas e
pantanos da Amazonia (Videira et al., 2020).

A Tabela 8 apresenta uma compilagdo nao exaustiva das espécies de Kudoa e onde

foram reportadas as infe¢des ictias pela primeira vez.

23



pela primeira vez (Adaptado de Eiras et al., 2014).

Tabela 8 - Tabela de distribuigdo geografica do género Kudoa, territorios e oceanos onde foram identificados

Paises/ oceanos Espécies de Kudoa
Africa do Sul K. thyrsites
Argentina K. rosenbuschi
Benim K. eleotrisi
Brasil K. aequidens
Canada K. paniformis
China K. megacapsula, K. petala, K. pyramidalis, K. uncinata

Coreia do Sul

K. paralichthys, K. septempunctata

Espanha K. trifolia
Estados Unidos K. funduli, K. cerebralis, K. shkae
Franca K. camarguensis, K. lunata, K. hystolytica, K. quadratum
Iémen K. mirabilis

I1has Malvinas

K. ramsayi

india K. atropi, K. bengalensis, K. chilkaensis, K. haridasae, K. sphyraeni, K.
tachysurae, K. tetraspora, K. valamugili
Japao K. amamiensis, K. azoni, K. cruciformum, K. intestinalis, K. iwatai, K. kenti,
K. lateolabracis, K. musculiquefaciens, K. neothunni, K. ogawai, K.
pericardialis, K. prunusi, K. scomberi, K. thunni, K. trachuri, K. yasunagai
Mar do Norte K. kabatai
Mar do Japao K. azoni, K. sebastea
México K. dianae

Oceano Atlantico

K. cutanea (42°81'10"S, 08°06'0"0), K. insolita (plataforma continental de
Portugal)

Oceano Pacifico

K. caudata (10°09'S, 82°22'0)

Panama

K. ovivora

Peru

K. sciaenae, K. peruvianus
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Senegal K. boopsi

Taiwan K. bora, K. Lutjanus
Ucrania K. nova, K. stellular
Australia K. carcharhini, K. chaetodoni, K. cheilodipteri, K. ciliatae, K. clupeidae, K.

cookii, K. grammatorcyni, K. gunterae, K. hemicylli, K. hypoepicardialis, K.
kenti, K. lemniscati, K. leptacanthae, K. lethrini, K. minithyrsites, K.

monodactyli, K. scomberomori, K. thalassomi, K. whippsi

Nova Zelandia K. sergente

1.1.3.1. Caracterizacio da situacio na Europa e especificamente em Portugal

Estudos realizados na Europa, revelaram que a condi¢ao conhecida como "soft flesh",
causada pelo género Kudoa, ¢ bastante frequente, afetando principalmente espécies de grande
importancia comercial, tais como as sardinhas (Sardina pilchardus), as cavalas (Scomber
colias) e os carapaus (Trachurus trachurus) (Cavaleiro et al., 2021; Campbell, 2005; Giulietti
et al., 2019; Giulietti et al., 2024a). Em 2023, foi realizado um estudo em sardinhas,
capturadas na costa atlantica, no norte de Espanha. Das 500 amostras analisadas, 27
apresentavam “soft flesh” originando assim uma prevaléncia de 5,4%, sendo mais frequente,
em individuos de maior tamanho (Giulietti et al., 2024a).

Em Portugal, Menezes et al. (1989) reportaram uma prevaléncia de 30%, por infe¢ao
de Kudoa spp. em sardinha (Sardina pilchardus), proveniente do porto de Peniche, enquanto
Gilman (1995) indicou uma prevaléncia anual de 47,7%, no mesmo hospedeiro. O estudo de
Vaz (2000), assinalou uma taxa de prevaléncia deste parasita de 84,7%, em carapau
(Trachurus trachurus) adquirido num mercado da cidade do Porto. A identificacdo da espécie
parasitaria ndo foi possivel em nenhum dos estudos analisados, sendo Kudoa thyrsites a
principal suspeita.

Mais recentemente, foi realizado um estudo por Cavaleiro et al. (2021), desenvolvido
no arquipélago da Madeira, onde foram examinados 250 exemplares, incluindo 30 amostras
de cavala (Scomber colias) e 30 amostras de verdinho (Micromesistius poutassou). A
prevaléncia da infecdo foi de 60% e 80% respetivamente, tendo sido posteriormente
identificada, molecularmente, a espécie infetante como sendo Kudoa thyrsites.

As infegdes causadas pelo género Kudoa, em espécies como sardinhas e cavalas tém
sido frequentemente relatadas ao longo da costa ibérica, principalmente em Espanha, onde os

stocks de sardinha t€m sido particularmente afetados por K. thyrsites (Giulietti et al., 2024a).
25



1.1.4. Morfologia

As espécies do género Kudoa sdo reconhecidas pela morfologia distinta, que ¢
utilizada também, na sua identificagcdo taxonoémica (Figura 2). Os esporos podem apresentar-
se de variadas formas como: quadrados, estrelados, ovais, esféricos ou elipsoidais, € sdo
cobertos por quatro ou mais valvulas que podem conter padrdes ornamentais, cada uma
contendo uma cépsula polar, filamentos polares (Eiras et al., 2014; Gunter, Gribb, Whipps &
Adlard, 2006; Iglesias et al., 2022; Lom & Nilsen, 2003; Moran et al., 1999) (Figura 3),
dependendo da espécie, os mixosporos t€ém tamanhos que variam entre 10 um e 30 um (Lom
& Nilsen, 2003).

Os esporos variam consideravelmente em tamanho e detalhes estruturais, como a
presenga de capsulas polares em forma de péra e proje¢des superficiais Unicas tais como,
apéndices semelhantes a cachos de uvas, como observados em K. trifolia, ilustrando a

flexibilidade evolutiva presente no género (Holzer et al., 2006) (Figura 4).

4 ym

Figura 2 - Mixosporos de Kudoa crenimugilis, fonte: Abdel-Baki et al. (2018)
Legenda: A) vista apical B) vista lateral
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Figura 3 - Representagdo da ultraestrutura de Kudoa crenimugilis a infetar o musculo liso intestinal da tainha (Crenimugil
crenilabis). Legenda: Imagens A, B - mixosporos (SP); capsulas polares (PC); Filamento polar (PF); Esporoplasma (Spp);
Nucleo (N); (setas brancas) pontos onde as valvulas se unem. Imagens C, D, E- Ultraestrutura dos mixosporos na posi¢do
lateral; capsula polar (PC) na regido apical com filamento polar (PF) e o esporoplasma de 2 células uninucleadas (N) na

regido posterior. Abdel-Baki ez al. (2018)

a®
@@@

Figura 4 — Diagrama de variedade morfolégica do género Kudoa: A) Kudoa pleurogrammi vista apical A’) vista lateral; B)
Kudoa musculoliquefaciens vista apical B”) vista lateral.; C) Kudoa viseuensis vista lateral C’) vista apical; D) Kudoa
neothunni vista apical D’) vista lateral; E) Kudoa hexapunctata vista apical, E’) vista lateral; F) Kudoa iwaitai vista apica F’)
vista lateral G) Kudoa septempuncata vista apical, G’) vista lateral; H) Kudoa megacapsula vista frontal, H") vista
transversal H'") vista longitudinal; I) Kudoa encrasicoli vista apical, I’ I’*) vistas laterais; J) Kudoa thyrsites vista apical; J)
vista lateral; K) Kudoa trifolia vista apical, K”) vista basal, K’’) vista lateral. Adaptado de Giulietti et al. (2020); Holzer et
al. (2006); Iglesias et al. (2022); Kasai et al. (2016); Li et al. (2022); Matsukane et al. (2010,2011); Monteiro et al. (2019);
Yokoyama et al. (2014).
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Os plasmoédios sdo estruturas multicelulares, onde frequentemente, os esporos de
Kudoa estdo encapsulados, nos tecidos do hospedeiro (Figura 5). Formam-se através de
divisdo celular, desempenhando um papel crucial na reproducao intensa do parasita, levando a

geracdo de novos esporos (Iglesias ef al., 2022; Monteiro ef al., 2019).

Figura 5 — Fotomicrografia de corte histologico de Kudoa encrasicoli,

Legenda: Seta — plasmodio, barra de escala =5 um. Adaptado de Iglesias et al. (2022)

Os actinosporos (Figura 6), as formas parasitirias prevalentes no hospedeiro
invertebrado, medem entre 10 pm e 20 um. Estas estruturas possuem prolongamentos em
forma de "bragos" a partir do corpo principal do esporo, permitindo a infegdo de hospedeiros
vertebrados (Lom & Nilsen, 2003). Uma vez em contacto com o hospedeiro vertebrado, os
filamentos polares dos esporos sdo libertados e atuam como ancoras, permitindo a fixagdo do
esporo através das branquias ou da pele (Atkinson et al., 2019; Giulietti et al., 2024a; Lom &
Dykova, 2006; Rangel et al., 2015; Rangel et al., 2016). Segue-se a libertacdo dos
esporoplasmas, formas vegetativas moveis que emergem dos esporos e sao fundamentais no
ciclo de vida dos mixosporideos, pois iniciam a infe¢do ao invadir os tecidos do hospedeiro,
garantindo assim a multiplicagdo do parasita e a continuidade do seu ciclo reprodutivo

(Francisco, 2022).

Figura 6 — Esquema de estrutura de actindsporo de um mixozoario adaptado de Kallert, (2006)
Legenda: 1) Cépsula polar ,2) Células formadoras da capsula ,3) Esporoplasma, 4) Esporozoito, 5) Corpo polar 6) Valvula
do esporo, 7) Nucleo, 8) Apéndice ou “bragos”

28



1.1.5. Patogenia

1.1.5.1. Nos hospedeiros vertebrados

Os parasitas do género Kudoa, em peixes, sdo frequentemente associadas a infe¢des
nos musculos esqueléticos, embora possam ocasionalmente atingir outros tecidos, como o
musculo cardiaco e o sistema nervoso (Andrada et al., 2005; Moran ef al., 1999). As infe¢des
por mixozoarios do género Kudoa em vertebrados caracterizam-se pela presenca de diferentes
formas parasitdrias nas fibras musculares esqueléticas, nomeadamente plasmoédios,
pseudoquistos e quistos. Os plasmodios correspondem a estdgios iniciais do parasita,
responsaveis pela multiplicagdo nos tecidos antes da formacao dos esporos (Lom & Dykova,
2006). Os pseudoquistos consistem em aglomerados de esporos desprovidos de parede
propria, muitas vezes apenas delimitados por tecido do hospedeiro, como se observa em
Kudoa thyrsites (Moran et al., 1999). Ja os quistos apresentam uma capsula bem definida
produzida pelo parasita, no interior da qual encontram-se esporos maduros (Lom & Dykova,
2006).

Os plasmédios podem desenvolver-se extensivamente, substituindo o tecido muscular
normal, levando a degeneragdo das fibras (Andrada et al., 2005; Iglesias et al., 2022; Monteiro
et al., 2019; Vaz, 2000). Analises histologicas mostram que os tecidos infetados, podem exibir
respostas imunoldgicas variadas por parte dos hospedeiros. Em muitos casos, especialmente,
com espécies como Kudoa islandica, em que pode, ndo ser observada, uma reagdo
inflamatoria marcada, durante a fase de parasitismo, sugerindo que, o parasita pode evitar as
defesas imunoldgicas do hospedeiro (Alarcon et al., 2015; Kristmundsson & Freeman, 2014; -
como ja observado em pescada -do-Pacifico (Merluccius productus) (Andrada et al., 2005;
Moran et al., 1999).

Kudoa thyrsites ja foi identificado em 39 espécies diferentes de peixes. Este parasita,
tem uma predilecdo pelos musculos esqueléticos, formando estruturas intracelulares chamadas
pseudoquistos, que estdo preenchidas com mixosporos. Os pseudoquistos podem conter
diferentes estagios do desenvolvimento do parasita, incluindo células indiferenciadas,
disporoblastos e esporos amadurecidos. As células indiferenciadas, sdo formas imaturas, ainda
sem funcao definida, que dardo origem as fases seguintes do ciclo (Lom & Dykova, 2006). Os
disporoblastos representam células em diferenciacdo, que evoluem para esporoblastos, os
quais formardo os esporos. Por fim, os esporos amadurecidos, ou mixosporos, encontram-se

completamente desenvolvidos, com capsulas polares funcionais, estando prontos para infetar
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o préoximo hospedeiro (Lom & Dykova, 2006; Eiras et al., 2014; St-Hilaire et al., 1997,
Shamsi & Barton, 2024).

Kudoa musculoliquefaciens gera pseudoquistos microscopicos nas fibras musculares,
em vez de quistos macroscopicos (Bolin et al., 2021).

Kudoa megacapsula desenvolve-se dentro das células das miofibrilhas, formando
plasmoédios encapsulados. A manifestacdo de "quistos pretos" no musculo esquelético serve
como um sinal distintivo da infe¢ao (Yokoyama et al., 2006).

Kudoa pleurogrammi foi registado nos musculos somadticos dos hospedeiros
vertebrados, particularmente em Pleurogrammus monopterygius, € em Pleurogrammus
azonus, pertencentes a ordem Perciformes, familia Hexagrammidae, apresentando
pseudoquistos com extremidades arredondadas (Kasai ef al., 2016).

Kudoa clupeidae manifesta-se pela formag¢do de quistos no tecido muscular dos
peixes hospedeiros. Nos estdgios iniciais de infe¢do, observa-se atrofia e necrose no
endomisio, que envolve as fibras musculares individuais (Heckmann & Jensen, 1978; Friend
et al., 2021). K. clupeidae tem sido responsavel por causar lesdes ulcerativas, encontradas,
principalmente, na musculatura do arenque-do-Atlantico (Clupea harengus), na pescada-do-
Pacifico (Merluccius productus), bem como observada em Brevoortia tyrannus,
principalmente em ambientes da costa atlantica dos EUA, tendo impacto significativo no
musculo esquelético (Reimschuessel et al., 2003).

Kudoa iwatai infeta diversas espécies de peixes selvagens e de aquacultura. No Mar
Vermelho, foi encontrado em espécies como o peixe-coelho (Siganus rivulatus) e a dourada
(Sparus aurata). Este parasita infecta musculos, tecidos intracranianos e Orgdos viscerais,
indicando um tropismo notavel. Apesar de amplamente disseminada, a infe¢do por K. iwatai,
geralmente, apresenta baixa viruléncia, com sintomas clinicos raros ou inexistentes nos peixes
hospedeiros. A presenca deste parasita, ndo resulta em danos significativos nos tecidos
analisados. Contudo, a presenca de plasmodios encapsulados, em diversos tecidos suscitam
questdes acerca dos seus potenciais efeitos a longo prazo na satde dos hospedeiros (Diamant
et al., 2005).

Kudoa yasunagai infeta, predominantemente, o cérebro de peixes marinhos. Apos a
infecdo inicial no hospedeiro, o parasita avanca rapidamente, levando menos de 10 dias a
atingir o cérebro e forma quistos em quatro semanas (Shirakashi ef al., 2012). Este rapido
desenvolvimento, evidencia a eficiéncia dos seus mecanismos de infe¢do, causa
principalmente sintomas neurologicos, incluindo natagdo irregular e deformidades na coluna

vertebral (Sakai et al., 2019).
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K. ovivora e K. azevedoi infetam os ovocitos, resultando na diminuigdo do
crescimento ¢ da capacidade reprodutiva dos peixes afetados (Swearer & Robertson, 1999;
Mansour et al.,2013)

Kudoa neurophia afeta sistema nervoso central do peixe. Em Latris lineata,
pertencente a ordem Centrarchiformes e familia Latridae, foi reportado que, a parasitose
causou um quadro severo de meningoencefalomielite, que se difunde pelo cérebro ¢ medula
espinhal, exceto nervos periféricos. Os sinais clinicos da doenga sdo escoliose e perda de

controlo espacial (Grossel et al., 2003).

1.1.5.2. Hospedeiros invertebrados

Embora a patogénese de mixozodrios, do género Kudoa, em hospedeiros
invertebrados, seja ainda pouco conhecida, a presenga do parasita, provavelmente, exerce um
impacto reduzido. As pesquisas sobre mixosporideos sugerem que, a relacdo com o0s
hospedeiros invertebrados, tende a ser maioritariamente comensal no epitélio intestinal
(Kristmundsson & Freeman, 2014; Moran et al., 1999). No entanto, ¢ essencial intensificar as
pesquisas sobre a patogenia deste género, uma vez que o conhecimento atual ¢ bastante

limitado.

1.1.6. Diagnostico

A detegdo de Kudoa spp. pode ser executada, tanto através de técnicas avancgadas de
microscopia, como ferramentas moleculares para uma analise aprofundada. A microscopia
eletronica de varrimento (SEM, do inglés Scanning Electron Microscopy) e a de transmissao
(TEM,do inglés Transmission Electron Microscopy) tém sido fundamentais, para observar
detalhadamente a estrutura dos esporos, mostrando pormenores, como as ligacdes entre as
valvulas e a organizagdo dos filamentos polares (Bolin et al., 2021; Holzer et al., 2006; Li et
al., 2022). As analises morfométricas, realizadas com programas de imagem digital, sdo
essenciais para obter dados quantitativos que diferenciam espécies proximas (Iglesias et al.,
2022).

Para identificar espécies de Kudoa, sdo frequentemente utilizados métodos de reacao
em cadeia da polimerase (PCR do inglés Polymerase Chain Reaction), em combinagdo com
observagdao microscopica (Ibrahim et al., 2024; Shirakashi et al., 2021; Yamamoto et al.,
2020).

O recurso a técnicas histopatologicas, permite a visualizagdo direta de esporos nos
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tecidos do hospedeiro, facilitando o diagnostico. Além disso, descreve lesdes teciduais, como
degeneracdo e inflamagdo, que indicam o impacto da infe¢ao. Por ultimo, fornece dados sobre
a prevaléncia das infe¢des (Bolin et al., 2021; Casal et al.,2019; Ibrahim et al., 2024;
Reimschuessel et al., 2003).

1.1.7. Impacto econémico e sanitario

A infecdo dos peixes por Kudoa spp. resulta em consequéncias econdémicas
significativas, principalmente na industria da aquacultura. Kudoa thyrsites e Kudoa
paniformis sdo espécies amplamente conhecidas por causarem mioliquefacdo, que ¢ um
processo de degradagdao anormal dos musculos, causado pela lise muscular, através das
enzimas proteoliticas produzidas pelo parasita, que ocorre apds a morte, provocando uma
textura gelatinosa na musculatura dos peixes (Eiras ef al., 2014; Oliveira et al., 2015). Esta
situacdo, inviabiliza a comercializacdo do pescado, acarretando prejuizos financeiros
consideraveis para os produtores (Giulietti et al., 2024a; 2024b; Henning et al, 2013;
Kristmundsson & Freeman 2014; Kasai et al., 2016; Moran et al., 1999; Whipps & Diggles,
2006).

Estudos de St-Hilaire ef al. (1997) mostraram uma ligagdo direta entre a carga de
esporos € a textura muscular, identificando um limiar de infecdo necessario, para a
deterioragdo ser visivel. Peixes com uma contagem inferior a 20x103 mixosporos/g no tecido,
apresentaram uma textura similar a de peixes ndo infetados, enquanto contagens mais altas,
resultaram numa autolise significativa.

O salmao-do-Atlantico (Salmo salar), um dos produtos mais relevantes da
aquacultura, ¢ particularmente vulneravel a infecdes por Kudoa thyrsites. A degradagdao dos
tecidos torna-se visivel entre 38 a 56 horas apos a captura, momento em que o produto pode ja
ter sido expedido para unidades de transformac¢do ou diretamente para os consumidores
(Henning et al., 2013; Goater et al., 2014; Lafferty et al., 2015; Moran et al., 1999)

Na Africa do Sul, a mioliquefagdo induzida por Kudoa tem sido registada em
espécies de peixe de importancia comercial, como Thyrsites atun (ordem Scombriformes,
familia Gempylidae), conhecido localmente por snoek, e as sardinhas sul-africanas (Sardinops
ocellatus). O efeito econémico, nestas regides, sublinha um problema ao nivel global, onde os
desafios na detegdo e as medidas de controlo limitadas intensificam a situacao (Henning ef al.,
2013). Da mesma forma, no Noroeste do Pacifico, as infe¢des na Pescada-do-Pacifico

(Merluccius productus) resultaram em queixas significativas sobre a qualidade do peixe

32



(Henning et al., 2013; Moran et al., 1999).

A presenga destes parasitas suscita preocupacdes quanto a confianga dos
consumidores na seguranca dos produtos da pesca. Devido ao seu tamanho microscépico e a
subtileza dos efeitos iniciais, os peixes infetados muitas vezes ndo sdo detetados durante o
processamento. A demora no aparecimento de sinais visiveis ndo afeta apenas a dindmica do
mercado, como também pode comprometer a integridade e a seguranca da cadeia alimentar
(Henning et al., 2013; Vijayan et al., 2010).

Os desafios associados as infe¢des por Kudoa spp. refletem problemas mais amplos
na aquacultura. Condigdes de stress, como densidade elevada de criagdo, variagdes ambientais
e qualidade de 4gua inadequada, podem agravar as infecdes parasitarias (Vijayan et al., 2010).
Além disso, estas infecdes tém implicacdes ecoldgicas, que se estendem as populagdes de
peixes selvagens. O facto de o ciclo de vida do parasita envolver diversos hospedeiros,
incluindo invertebrados, dificulta o controlo da sua propagacdo. Esta situagdo pode
comprometer a reproducao ¢ a viabilidade dos peixes, exercendo uma pressao acrescida sobre
0s ecossistemas aquaticos e sobre o setor aquicola e pesqueiro (Sitja-Bobadilla, 2009; Vijayan
etal.,2010).

Para mitigar os problemas associados a infe¢do por Kudoa e outros parasitas, t€ém sido
implementados métodos como a dupla filtragdo e a radiagcdo ultravioleta (UV) na 4gua de
cultivo. A dupla filtragdo consiste na passagem da dgua por dois sistemas de filtragdo
consecutivos — geralmente mecanico e bioldogico — que permitem remover particulas,
matéria organica e possiveis estagios infetantes dos parasitas. J4 a radiagdo UV tem-se
mostrado eficaz na reducdo da carga parasitaria ao inativar organismos patogénicos presentes
na agua (Shamsi & Barton, 2024). Num estudo, realizado por Nishioka et al. (2016) em
Paralichtys olivaceus, mostrou que radiagdo UV foi eficaz no controlo da infecdo por K.
septempunctata, no entanto os autores sugerem que seja realizada uma pré-filtragdo da agua,
pois a eficdcia dos raios UV, depende, também, da sua transparéncia. Uma monitorizagdo
sistematica do peixe, tanto importado quanto cultivado, € vital para reduzir o risco de surtos

(Shamsi & Barton, 2024; Shirakashi et al., 2021).

1.1.8. Toxinfecao alimentar em humanos

As doencas de origem alimentar sao um desafio para a Saude Publica a escala global,
com destaque para os produtos da pesca, que frequentemente estdo envolvidos em surtos.
Dentro do espectro das infegdes alimentares, os parasitas do género Kudoa tém emergido

como uma preocupacao relevante. Este género tem despertado interesse, particularmente
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devido a casos de intoxicacdo alimentar em humanos, sendo mais notorios no Japao e na
Coreia, onde se registaram 11 surtos confirmados associados a Kudoa septempunctata entre
2013 e 2015 na Coreia (Lee et al., 2017) e média anual estimada de 40 surtos no Japao,
afetando mais de 450 pessoas (Ahn et al., 2021). Adicionalmente foi descrito um surto isolado
por Kudoa hexapunctata, que afetou cerca de 10 pessoas apos consumo de atum contaminado
(Takashima et al., 2021).

A patogenicidade de Kudoa ¢ atribuida, principalmente, a agdo dos mixosporos que
conseguem invadir a mucosa do trato gastrointestinal humano. Estudos em modelos de células
intestinais humanas, como as células Caco-2, revelaram que os esporos de K. septempunctata
podem diminuir a resisténcia elétrica transepitelial (TER,do inglés transepithelial electrical
resistance), promovendo uma maior permeabilidade intestinal (Ohnishi et al., 2013;
Yamamoto et al., 2020). Esta alteracao ¢ causada pela libertacdo de esporoplasmas, formas
vegetativas, que se infiltram nas células epiteliais, provocando danos nos tecidos locais. A
resposta inflamatdria a essa infecdo inclui um aumento na expressdo de citocinas, como a
interleucina-8 (IL-8), levando a sintomatologia gastrointestinal (Shamsi & Barton, 2024;
Yamamoto ef al., 2020). A ingestdo de esporos de Kudoa spp. pode desencadear a libertagdo
de serotonina no trato gastrointestinal, aumentando a motilidade intestinal e levando a
episodios de diarreia ou vomito. Esta resposta esta associada 1 uma intoxicagdo alimentar
parasitaria, dado que os esporos ndo colonizam nem invadem os tecidos humanos (Kawai et
al.,2012; Shamsi & Barton, 2024).

Embora a maioria das espécies de Kudoa seja considerada inofensiva, as infegoes
atribuidas a Kudoa septempunctata tendem a ser transitorias € manifestam-se com sintomas
comuns como nauseas, dor abdominal, vomitos e diarreia, que geralmente aparecem entre 2 a
20 horas, apds a ingestdo de peixe cru (Kawai et al., 2012; Shamsi & Barton, 2024;
Takashima et al., 2021). Da mesma forma, infe¢des por Kudoa hexapunctata causam
episodios agudos gastrointestinais, com diarreia € nauseas que surgem normalmente entre 2 a
12 horas apds a refei¢do, podendo também incluir febre ligeira e dor abdominal (Shamsi &
Barton, 2024).

Estas infecdes acontecem apds o consumo de peixe cru ou insuficientemente
cozinhado, como Paralichthys olivaceus e o atum-rabilho-do-pacifico (Thunnus orientalis),
que sdo alimentos fundamentais na gastronomia japonesa e coreana (Shamsi & Barton, 2024;

Shirakashi et al., 2021; Sugita-Konishi et al., 2014; Tachibana & Watari, 2021).
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Investigacdes epidemioldgicas indicaram uma tendéncia sazonal, com a maior parte
dos casos a ocorrer no final do verdo, o que pode estar ligado a fatores ambientais, que afetam
a prevaléncia do parasita nos peixes (Kawai et al., 2012; Shamsi & Barton, 2024). Apesar de
os casos serem predominantemente documentados na Asia Oriental, ¢ possivel que a
prevaléncia global, das intoxicagdes alimentares causadas por Kudoa esteja subestimada,
devido ao subdiagndstico ou a diagnosticos incorretos (Shamsi & Barton, 2024).

Apesar dos progressos alcancados, persistem desafios significativos na compreensao
e gestdo das intoxicacdes alimentares causadas por Kudoa. O ciclo de vida das diferentes
espécies de Kudoa ¢ ainda pouco claro, o que dificulta a implementagdo de estratégias
eficazes para parar a sua disseminac¢ao (Shamsi & Barton, 2024; Shirakashi ef al, 2021). A
possibilidade de que outras espécies de Kudoa possam causar infe¢gdes em humanos, requer

investigacdo adicional (Shamsi & Barton, 2024).
1.2. Hospedeiros ictios

Tal como referido no capitulo anterior, existe uma grande variedade de hospedeiros
ictios marinhos e de 4gua doce que podem ser infetados por mixozodrios do género Kudoa.
Estes parasitas t€ém sido descritos, tanto em peixes selvagens provenientes da pesca extrativa,
como em exemplares criados em aquacultura. Neste capitulo serd apresentada a pesquisa
bibliografica compilada, de algumas espécies de peixes com relevo econdomico e alimentar

relevantes para a atividade experimental posteriormente abordada nesta dissertacao.

1.2.1. Género Trachurus

Os peixes do género Trachurus, ou carapaus, pertencentes a ordem Perciformes e

familia Carangidae, sdo popularmente consumidos em Portugal.

1.2.1.1. Carapau-branco (Trachurus trachurus)

O carapau-branco (Trachurus trachurus), também conhecido simplesmente apenas
pela designagdo de carapau ¢ dos peixes mais capturados em Portugal, em 2023 foram
capturadas 18.471 toneladas (INE,2024). Todo o carapau-branco capturado em aguas
territoriais portuguesas pertence ao “stock sul” (Divisdo 9.a Conselho Internacional para a
Exploragdo do Mar) que esta distribuido do Cabo Finisterra ao estreito de Gibraltar (Costa et.

al., 2022). Morfologicamente, esta espécie caracteriza-se por um corpo alongado e comprido,

35



duas barbatanas dorsais, uma linha lateral composta por escamas duras (33 a 45 escamadas) e
escudetes (31 a 39 escudetes) (Carpenter & De Angelis, 2016), com uma inflexdo muito
marcada ao nivel dos espinhos anais. Linha lateral acessoria terminando entre o 19° e 31°
raios moles da segunda barbatana dorsal. Apresenta coloragdo cinzenta-esverdeada ou azulada
no dorso com flancos e ventre prateados (Martins & Carneiro, 2018) (Figura 7).

O carapau-branco distribui-se pelo Mediterraneo e pelas dguas temperadas e tropicais
do Atlantico Este, desde a Noruega até a Africa do Sul (Rumolo ef al., 2017). Inicialmente,
esta espécie ¢ pelagica, formando densos cardumes, mas, a medida que os individuos crescem,
tende a deslocar-se para 4guas mais profundas, podendo ser encontrados a baixas
profundidades até 400 metros na plataforma e no talude continental (Instituto Portugués do
Mar e da Atmosfera [IPMA], n.d.).

O carapau possui areas distintas para desova, alimentacdo e invernagdo, € a sua
migracdo ¢ influenciada pela temperatura da é4gua e pela disponibilidade de alimento
(Abaunza et al., 2003; Lavin et al., 2007). A época de desova, do carapau, ao longo da costa
portuguesa ¢ prolongada, podendo durar até 8 meses, com um pico de desova entre dezembro
e marco (Lavin et al., 2007). Durante este periodo, a sua atividade alimentar diminui,
enquanto o pico de atividade alimentar ocorre no verdo (Cabral & Murta, 2002).

No que concerne, a classificagdao de perigo de extingdo, Trachurus trachurus nao esta
listado como espécie ameacada. No entanto, a sua conservagdao depende da gestdo das
atividades pesqueiras, na qual o tamanho minimo de captura ¢ de 150 mm (Portaria n.°

255/2022; Regulamento (UE) 2019/1241, na redagdo atual; Regulamento (UE) 2025/202).

Figura 7 — Carapau ou caparau- branco (Trachurus trachurus). Adaptado de Docapesca (2020)

1.2.1.2. Carapau - chileno (Trachurus murphyi)

O carapau-chileno, cientificamente designado como 7Trachurus murphyi, caracteriza-
se por uma longa expectativa de vida, que pode atingir aproximadamente 15 anos, e pela
maturidade sexual em torno de 30 cm (Konchina, 1980). Morfologicamente possui um corpo
alongado, ligeiramente achatado e apresenta 9 espinhos (raios duros) e 31 a 35 raios moles

nas barbatanas dorsais e 3 espinhos e 27 a 29 raios moles na barbatana anal. O ramo inferior
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do primeiro arco branquial contém de 42 a 45 branquispinhas. A cintura escapular apresenta
um pequeno sulco, sem papilas e a linha lateral ¢ completamente escamada, formando grandes
placas na parte posterior. A coloragdo varia de azul metalico ou cinza-escuro na parte superior
a branco-prateado na parte inferior, € o bordo dorsal do opérculo possui uma mancha preta.
As barbatanas sdo escuras, ¢ a barbatana peitoral ¢ longa e encurvada (Jiménez & Béares,
2004) (Figura 8).

A distribuicdo geografica de 7. murphyi abrange as dguas subtropicais do Oceano
Pacifico, estendendo-se desde a costa da América do Sul até regides mais ao sul, como a
Nova Zelandia e a Australia. Adicionalmente, essa espécie ¢ ocasionalmente observada nas
areas subtropicais dos oceanos Indico e Atlantico (Serra,1991; Grechina,1998; Riede, 2004).
Em relagdo a desova, estudos demonstram que 7. murphyi possui uma consideravel
flexibilidade nas areas de reproducdo, com evidéncias da existéncia de multiplas zonas de
desova, dependendo das condigdes ambientais ¢ da abundancia de peixes adultos (Ashford et
al., 2011).

A estrutura populacional ¢ bastante complexa. Algumas teorias, sugerem que podem
existir até quatro grupos diferentes — incluindo um no Chile, outro no Peru e um terceiro no
Pacifico central. No entanto, pesquisas genéticas indicam que, na verdade, hd uma tunica
populagdo genética no Oceano Pacifico (Poulin ef al., 2004; Cardenas ef al., 2009).

No que se refere as capturas, destaca-se como uma das espécies pesqueiras mais
significativas do mundo. No contexto da Unido Europeia, as capturas permitidas para o
carapau-chileno totalizam 92.558,00 toneladas, segundo o Regulamento (UE) 2025/202,
divididas entre paises como a Alemanha, os Paises Baixos, a Lituania e a Poldnia, que tém
autorizagdo para pescar esta espécie nas aguas da Organizacao Regional de Gestao das Pescas
do Pacifico Sul (SPRFMO, do inglés South Pacific Regional Fisheries Management
Organisation). Segundo a Lista Vermelha de Espécies Ameagadas da Unido Internacional
para a Conservacao da Natureza (IUCN, do inglés International Union for Conservation of
Nature), o seu estatuto de conservagao esta classificado como Dados Insuficientes (DD, do
inglés Data Deficient), o que indica que ndo existem informacdes adequadas para avaliar o

risco de extingdo da espécie (IUCN, 2024).

Figura 8 — Carapau chileno (Trachurus murphyi), (FAO, 2025)
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1.2.2. Cavala (Scomber colias)

A cavala (Scomber colias) da mesma forma que o carapau-branco, tem uma grande
importancia na induastria pesqueira em Portugal, no ano 2023 foram capturadas 32.222
toneladas (INE, 2024). E um peixe pertencente & ordem Scombriformes, familia Scombridae.
Apresenta um corpo fusiforme e a primeira barbatana dorsal exibe 8 a 10 raios espinhosos,
havendo um espagamento entre as duas barbatanas dorsais, igual ao comprimento da base da
primeira dorsal. A sua coloracdo ¢ esverdeada dorsalmente e possui na parte inferior dos
flancos e ventre numerosas € pequenas manchas escuras (Martins & Carneiro, 2018) (Figura
9).

A migracdo e a distribui¢do da cavala estdo intimamente ligadas a disponibilidade de
alimento e as diferentes fases do seu ciclo de vida. Estudos indicam que, esta espécie pode ser
encontrada a profundidades que vao até 300 e 550 metros (Kiparissis et al., 2000; Cikes Ke¢
& Zorica, 2012; Martins & Cardador, 1996), abrangendo toda a plataforma continental e o
talude superior, bem como areas de montes submarinos (Martins et al., 2013). Durante a
época de desova, os adultos migram das aguas mais frias e profundas do talude superior e da
plataforma continental para zonas costeiras mais quentes e temperadas, onde a temperatura e a
disponibilidade de alimento, como fitoplancton e microzooplancton, favorecem a
sobrevivéncia e o desenvolvimento das larvas (Hunter & Kimbell, 1980). Apos atingirem a
primeira maturagdo, os juvenis acompanham os adultos, que finalizaram a reproducdo em
direcdo as areas de alimentacdo nas aguas profundas do talude superior e da plataforma
continental. Estas zonas servem como locais de alimentagdo e recuperagdo pds-desova, para
individuos em estdgios mais avangados do ciclo de vida, onde hd uma maior oferta de
macrozooplancton e peixes adultos como fonte de alimento (Perrota ef al., 2001; Carvalho et
al., 2002).

Relativamente a sua classificagdo, quanto ao perigo de extingdo também ndo ¢
considerada uma espécie ameagada. No entanto, da mesma forma que no carapau (7rachurus
trachurus), as atividades pesqueiras, devem cumprir com o regulamento na qual o tamanho
minimo de captura ¢ de 200 mm (Portaria n.° 255/2022; Regulamento (UE) 2019/1241, na
redagdo atual; Regulamento (UE) 2025/202) e salvaguardando a sobrepesca e outros impactos

que afetam as populagdes de peixes.
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Figura 9 — Cavala (Scomber colias). Adaptado de Docapesca (2023)

1.2.3. Pargo-sémola (Pagrus auriga)

O pargo-sémola (Pagrus auriga), também conhecido como pargo-de-riscas, pertence
a ordem Perciformes e a familia Sparidae (Direcao-Geral de Recursos Naturais, Seguranca e
Servigos Maritimos [DGRM], 2019). Apresenta um perfil cefélico retilineo, com uma ligeira
saliéncia na regido ocular (Docapesca, 2020). A sua coloragdo ¢ rosada, com reflexos
prateados e quatro a cinco bandas transversais de cor vermelho-escuro alternadamente largas e
estreitas. A barbatana dorsal apresenta 11 espinhos e entre 10 a 12 raios moles, sendo que os
dois primeiros espinhos sdo bastante curtos, enquanto que do terceiro ao quinto sao muito
longos ¢ filamentosos, especialmente nos individuos jovens. A barbatana anal possui 3
espinhos e 8 ou 9 raios moles (Carpenter & Angelis, 2016).

Os adultos t€ém uma cor mais “vinho tinto”, com as faixas menos visiveis. A cabeca
¢ escura entre a nuca e o canto da boca, e o bordo posterior do opérculo ¢ escura. Os flancos
apresentam pintas pretas dispersas (Fishbase, 2019; Martins & Carneiro 2018) (Figura 10).

Esta espécie vive, geralmente, em aguas costeiras, junto a fundos rochosos, até aos
170 m de profundidade, enquanto os juvenis mais frequentemente junto a costa. Encontram-se
no Atlantico oriental, entre norte de Portugal, Madeira, ilhas Candrias e Estreito de Gibraltar
até Angola. A captura desta espécie ¢ realizada, geralmente, através das artes de pesca do
palangre, das redes de arrasto e de emalhar (Docapesca, 2020). Em 2022, foram capturadas
32.711 toneladas ao nivel global (FAO, 2025)

Relativamente ao seu estatuto de conservacao, encontra-se classificado como Pouco
Preocupante (LC, do inglés Least Concern) na Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da

Uniao Internacional para a Conservagao da Natureza (IUCN, 2024).

Figura 10 — Pargo-sémola (Pragus auriga). Adaptado de Arias (1998)
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1.2.4. Garoupa - legitima (Epinephelus aeneus)

A garoupa-legitima (Epinephelus aeneus), pertencente a ordem Perciformes e a
familia Epinephelidae. Apresenta uma ampla distribuicdo geografica, ocorrendo
frequentemente, ao longo do sul do Mar Mediterraneo e nas costas atlanticas, de paises como
Portugal, Espanha e ao longo do continente africano, estendendo-se até o sul de Angola
(Heemstra & Randall, 1993; Pollard et al., 2018). Desde a década de 1990, foram registados
os primeiros eventos de garoupa-legitima no Mar Adridtico e, mais recentemente, no Mar
Mediterraneo Noroeste. Esses registos sugerem uma possivel expansdo geografica da espécie
para o norte, atribuida ao aquecimento das dguas (Glamuzina et al., 2000; Riutort, 2012).

Morfologicamente ¢ um peixe caracterizado por um corpo alongado e pela presenca
de trés espinhos no opérculo. A barbatana caudal apresenta uma forma arredondada. A
coloracdo do corpo varia entre verdes acinzentados, com bandas escuras, que podem ser mais
ou menos distintas. Apresenta trés linhas obliquas que percorrem os lados da cabega. Esta
espécie pode atingir comprimentos de até 1 metro (Martins & Carneiro, 2018) (Figura 11).

Em termos reprodutivos, Epinephelus aeneus, ocorre principalmente no verdo, entre
junho e agosto (Bruslé¢ & Bruslé, 1975, 1976; Bouain & Siau, 1983; Gokee et al., 2003).
Foram relatadas agregacdes de desova de E. aeneus ao largo do Senegal, baseadas em
indicadores indiretos como migragdes massivas e comportamento de agregacdo (Luckhurst,
2009).

Em 2022, foram capturadas, a nivel mundial, 6.697.543 toneladas de garoupa-
legitima (Epinephelus aeneus) (FAO, 2025). A captura desta espécie tem gerado grande
preocupacao, uma vez que ¢ amplamente explorada no sul e leste do Mar Mediterraneo, bem
como ao longo da costa atlantica de Africa, onde é considerada sobre-explorada (Gascuel &
Ménard, 1997; Thiao et al., 2012). As medidas de conservagdo atualmente em vigor — como
a imposi¢do de tamanhos minimos de captura e restrigdes ao uso de determinados tipos de
artes de pesca — tém sido consideradas insuficientes, principalmente devido a falta de
fiscalizacdo eficaz em muitos paises (Thiao et al., 2012; Pollard et al., 2018). Como
consequéncia, a garoupa-legitima encontra-se classificada como Quase Ameacada (NT, do
inglés Near Threatened) na Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da Unido Internacional

para a Conservacao da Natureza (IUCN, 2018).

40



Figura 11 — Garoupa - legitima (Epinephelus aeneus). Adaptado de Arias (2002)

1.3. Controlos oficiais

A Direcdo-Geral de Alimentagdo e Veterinaria (DGAV) ¢ um servico publico
tutelado pelo Estado Portugués que exerce as fungdes de autoridade sanitaria veterinaria e
fitossanitaria nacional, bem como de autoridade responsavel pela seguranca alimentar,
conforme estabelecido pelo Decreto Regulamentar n.° 31/2012, de 13 de margo. Compete a
esta entidade assegurar a realizagdo dos controlos oficiais em Portugal, ou seja, das atividades
e procedimentos destinados a garantir a seguranca alimentar, a satide animal e a prote¢do
fitossanitaria. Parte destes controlos visa verificar a conformidade com as normas legais e
regulamentares aplicaveis a producdo, transformagdo e comercializagdo de géneros
alimenticios de origem animal, nos termos do Regulamento (UE) 2017/625, relativo aos
controlos oficiais ao longo da cadeia agroalimentar. Estes controlos sdo executados por
médicos veterindrios oficiais sob a alcada da autoridade competente, a DGAV.

Os procedimentos de inspecao dos produtos da pesca sao fundamentais para garantir
a seguranca alimentar dos produtos de origem aquética em conformidade com a legislagao
comunitéria e nacional. Estes controlos podem ocorrer em varios momentos, desde a producao
até a colocag¢do no mercado, mas os mais relevantes ocorrem em dois momentos principais:

durante a primeira venda nas lotas e durante a importagao nos Postos de Controlo Fronteirigos.

1.3.1. Primeira venda de produtos da pesca - Lota

Em Portugal, os produtos da pesca de origem selvagem provenientes da producao
primaria, de capturas em aguas nacionais por embarcagdes de pesca nacionais, t€ém de ser
primeiramente descarregados e controlados em lotas. Estes estabelecimentos em terra sdo
geridos no continente pela Docapesca Portos e Lotas S.A., empresa de capitais publicos, e nas
regides autonomas da Madeira e Agores diretamente pelos respetivos governos regionais. Na
lota, os produtos da pesca podem apresentar-se inteiros, descabegados ou eviscerados e sao
rececionados, separados por espécie ¢ tamanho e ¢ feita a sua primeira venda. E também nesta
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altura que os produtos da pesca deverdo ser sujeitos a inspecao higio-sanitaria de acordo com
o Regulamento (UE) 2017/625. De acordo com esta pega legislativa devem ser assegurados os
seguintes requisitos: exames organoléticos, quantificagdo e avaliacdo de indicadores de
frescura, medicao do teor de histamina e dos niveis de contaminantes como os metais pesados,
avaliagdo microbioldgica, avaliagdo de biotoxinas marinhas, identificagdo e reprovagdo de
espécies venenosas proibidas e pesquisa e controlo de parasitas. Os produtos da pesca deverao
ser declarados improprios para consumo humano pelos veterinarios oficiais sempre que os
controlos anteriores demonstrarem perigo para a saude dos consumidores ou quando a
autoridade competente entender que esses produtos podem representar um perigo para a
Saude Publica ou animal ou que sdo por quaisquer outros motivos improprios para consumo
humano. Nestes casos deverdo ser encaminhados para subprodutos de acordo com o
estipulado pelo Regulamento (CE) n.° 1069/2009. Todos os resultados sdo documentados para
garantir a rastreabilidade. No que diz respeito ao controlo parasitario, o Regulamento (CE) n.°
2074/2005 define que um '"parasita visivel" é um parasita ou grupo de parasitas que
apresentam dimensdes, cor ou textura claramente distinguiveis dos tecidos dos peixes. Assim,
os operadores das empresas do setor alimentar devem garantir que os produtos da pesca foram
submetidos a uma inspe¢do visual antes de serem colocados no mercado. Nao ¢ permitido
colocar no mercado para consumo humano produtos da pesca que estejam claramente

contaminados por parasitas, em conformidade com o Regulamento (CE) n.° 853/2004.

1.3.2. Posto de Controlo Fronteiri¢o (PCF)

Um Posto de Controlo Fronteirico (PCF) ¢ definido como um local e as instalagdes
que permitem realizar controlos oficiais sobre remessas de animais e mercadorias que entram
na Unido Europeia (Regulamento (UE) 2017/625). Esses postos sdo designados pelos
Estados-Membros com base num conjunto de requisitos minimos estipulados pelo
Regulamento de Execuc¢do (UE) 2019/1014 da Comissdo, de 12 de junho. Este regulamento
define regras detalhadas sobre os requisitos necessarios para os PCF, incluindo centros de
inspecao, assim como os formatos, categorias e abreviaturas a serem utilizadas nas listas de
controle. Antes de uma remessa entrar na Unido Europeia, deve ser apresentada num PCF
adequado para o tipo de animais ou mercadorias, assegurando que este atenda aos requisitos
exigidos para a sua aprovacdo. Por exemplo, existem PCF distintos para o controlo de
produtos alimentares de origem nao animal e para o controlo de animais e produtos de origem
animal.
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O Regulamento de Execucdo (UE) 2019/2007 da Comissdo, de 18 de novembro,
estabelece as categorias de animais e mercadorias que devem ser apresentadas para os
controlos oficiais nos PCF, incluindo os coédigos correspondentes da Nomenclatura
Combinada (NC). Esta nomenclatura serve como um sistema de classificacdo de mercadorias
que atende as exigéncias da pauta aduaneira comum, estatisticas de comércio externo da
Uniao Europeia e outras politicas de importacdo e exportacdo (Regulamento (CEE) 2658/87
do Conselho, de 23 de julho). A NC ¢ uma extensdo do Sistema Harmonizado de
Nomenclatura da Organizagdo Mundial das Alfandegas, adaptada as especificidades da Unido
Europeia (CE,n.d.-a).

Os controlos oficiais que ocorrem nos PCF englobam a verificagdo documental e de
identidade de todas as remessas, além de inspecoes fisicas realizadas com uma frequéncia
estabelecida, dependendo da natureza da remessa (Regulamento (UE) 2017/625, de 15 de
margo). As remessas apresentadas aos Postos de Controlo Fronteiricos (PCF) para controlo
oficial devem ser acompanhadas por um Documento Sanitario Comum de Entrada (DSCE).
Este documento ¢ essencial, pois permite ao operador responsavel pela remessa notificar
antecipadamente a sua chegada ao PCF. Além disso, as autoridades competentes utilizam o
DSCE para registar os resultados dos controlos realizados e as decisdes tomadas. A utilizacao
deste documento assegura a colaboracdo e o intercambio de informagdes entre as autoridades
competentes e aduaneiras, evitando incoeréncias e repeticao de controlos. Esta pratica garante
que as remessas sejam devidamente verificadas, conforme estipulado no Regulamento (UE)
2017/625, de 15 de margo.

De acordo com o artigo 11° do Regulamento (CE) 178/2002 do Parlamento Europeu
e do Conselho, os mesmos requisitos sanitarios, de higiene e de bem-estar animal aplicaveis
aos animais e mercadorias da Unido Europeia também se estendem aos que provém de paises
terceiros. Para garantir essa conformidade, certos animais ou mercadorias devem ser
acompanhados de um certificado oficial, assinado por um certificador, para que possam ser
comercializados ou circular no mercado europeu. Existem diversos modelos de certificados
oficiais, conforme estipulado na legislacdo europeia, e cada remessa deve ser acompanhada
pelo certificado que corresponde as suas caracteristicas especificas. Esses certificados contém

garantias sobre o cumprimento dos requisitos, que variam dependendo do uso do produto ou
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do animal. A emissdo desses certificados ¢ regida por normas que definem as
responsabilidades das autoridades competentes e dos certificadores, além de especificar as
caracteristicas necessarias para assegurar a sua confiabilidade, conforme estabelecido no
Regulamento (UE) 2017/625, de 15 de margo.

O conhecimento de embarque (bill of lading, em inglés) ¢ um documento essencial
no comércio internacional, especialmente em operacdes de carga maritima. Trata-se de um
contrato emitido por um transportador ou por um agente responsavel, confirmando a recec¢ao
da mercadoria a ser expedida (CE,n.d.-b). Este documento fornece informagdes cruciais sobre
as mercadorias em trinsito, incluindo a origem da remessa e o destino final. E necessario
incluir detalhes como: o porto de carga e o porto de descarga, a embarcagdo ¢ o numero da
viagem, marcas e nimeros designados nas remessas ou numeros dos contentores, bem como a
descrigdo dos produtos e suas quantidades, incluindo peso.

No contexto do controlo oficial veterinario, o conhecimento de embarque ¢ de grande
relevancia, pois permite rastrear a data de carregamento da remessa, o percurso realizado pelo
contentor e verificar quais mercadorias foram declaradas pelo importador.

Os controlos veterinarios referem-se as inspegdes oficiais realizadas em PCF sobre
remessas que incluem produtos de origem animal, animais vivos, alimentos para animais,
subprodutos de origem animal e produtos germinais que chegam a Unido Europeia. O
processo comeca com a notificagdo da remessa no Sistema Veterinario Integrado de
Comunicacdo e Controlo de Importagcdes e Exportagdes (TRACES, sigla do inglés Trade
Control and Expert System) e finaliza com a decisdo sobre a aceitacdo ou rejei¢do da remessa
pelo veterinario responsavel.

As regras detalhadas que orientam as operacdes a serem realizadas durante e ap0s os
controlos, incluindo os controlos documentais, de identidade e fisicos, estdo definidas no
Regulamento de Execucao (UE) 2019/2130 da Comissdo, datado de 25 de novembro. Todos
os envios devem passar por controlos documentais e de identidade, conforme estipulado no
Regulamento (UE) 2017/625, de 15 de margo. As taxas de frequéncia aplicaveis aos controlos
fisicos sdo regulamentadas pelo Regulamento de Execucdo (UE) 2019/2129 da Comissao,
também de 25 de novembro, que estabelece normas para a aplicagdo uniforme destas taxas em
relagdo aos controlos de identidade e fisicos de determinadas remessas de animais e produtos

que entram na Unido Europeia.
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1.3.2.1. Controlo Documental

O controlo documental refere-se a verificagdo da conformidade dos certificados e
demais documentos que acompanham as remessas de produtos de origem animal e alimentos
para animais que chegam a Unido Europeia. Esta verificagcdo, conforme estipulado no Artigo
2° do Regulamento de Execu¢ao (UE) 2019/2130 da Comissao, de 25 de novembro, assegura
que todos os requisitos sanitarios, de higiene e de bem-estar animal sdo respeitados. Os
documentos analisados incluem o DSCE, onde se verifica se as informagdes que devem estar
em conformidade com os certificados oficiais e outros atestados. Além disso, o DSCE ¢é
preenchido pelo operador responsavel pela remessa, que deve garantir que os dados sdo
consistentes com a legislacdo vigente. O Regulamento (UE) 2017/625, de 15 de marco,
também define que esses controlos documentais e de identidade sdo obrigatdrios para todas as

remessas.

1.3.2.2. Controlo de Identidade

O controlo de identidade ¢ realizado apds a verificagdo dos documentos e antes do
controlo fisico das remessas. Este procedimento ¢ fundamental para assegurar que haja
correspondéncia, através de uma inspecdo visual, entre as mercadorias e os certificados e
documentos relevantes apresentados. Durante o controlo, a autoridade competente verifica
diversos aspetos, incluindo a identificagdo do meio de transporte, a condicdo dos selos, a
descri¢dao do contetido das remessas, a quantidade, assim como os carimbos, lotes e marcas ou
codigos de identificagdo.

No caso especifico dos produtos de origem animal, o controlo de identidade também
envolve a confirmagdo da presenga e da conformidade dos carimbos, etiquetas e/ou marcas
sanitarias que identificam o estabelecimento de origem e o pais de procedéncia. As diretrizes
detalhadas que regulamentam os procedimentos do controlo de identidade estdo definidas no
Artigo 3° do Regulamento de Execu¢do (UE) 2019/2130 da Comissdo, datado de 25 de

novembro.

1.3.2.3. Controlo Fisico

O controlo fisico envolve a inspecao direta dos produtos e pode incluir a medigao da
temperatura e a recolha de amostras para analises laboratoriais. Neste processo, a autoridade
competente verifica se as condi¢cdes de transporte garantiram a adequada conservagdo das
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mercadorias, considerando o propdsito a que se destinam. E essencial assegurar que o
intervalo de temperaturas exigido durante o transporte foi mantido, sem interrup¢des na
cadeia de frio. Além disso, a integridade do material de embalagem deve ser avaliada. Aqui,
também ¢ confirmada a a validade de consumo indicada no rétulo, além de verificar que as
propriedades fisicas dos produtos, como odor, cor, consisténcia e sabor, permanecem
inalteradas durante o transporte, utilizando avaliagdes sensoriais. Podem ser realizados testes
fisicos ou quimicos simples, incluindo cortes, descongelagdo ou cozedura das mercadorias,
além de analises laboratoriais. As normas que regulam os procedimentos do controlo fisico
estdo detalhadas no Artigo 4° do Regulamento de Execugdo (UE) 2019/2130 da Comissdo, de

25 de novembro.

1.3.2.4. Controlo Analitico

No ambito do controlo fisico, podem ser realizadas analises laboratoriais para detetar
ou quantificar agentes patogénicos, contaminantes, residuos e outras substincias que possam
representar riscos a Saude Publica e Animal. Essas anélises devem seguir os Planos Nacionais
de Monitorizagao de cada Estado-Membro (EM), especialmente em situagdes em que ha
suspeitas de ndo conformidade das remessas ou quando se aplicam regimes especiais de
controlo, como o caso dos controlos intensificados e medidas de salvaguarda. O Controlo
Intensificado ¢ uma medida de inspecao reforcada aplicada a produtos importados de paises
terceiros, conforme definido pelo Regulamento (UE) 2017/625. Esta abordagem, anterior aos
Controlos Oficiais Reforcados, ocorre quando as autoridades notificam a Comissao Europeia
sobre infragdes relacionadas com a origem e categorias das mercadorias. As Medidas de
Salvaguarda sdo acgdes de emergéncia adotadas pela legislacdo europeia, conforme o
Regulamento (CE) 178/2002, sempre que produtos alimenticios importados de paises
terceiros apresentem risco grave a satide humana, animal ou a0 meio ambiente. Essas medidas,
que tém efeito imediato, incluem, por exemplo, a suspensdo das importagdes e controlo
analitico refor¢ado.

Caso seja necessaria a colheita de amostras para andlise, os métodos aplicados devem
estar em conformidade com as diretivas da Unido Europeia. As amostras devem ser recolhidas,
manuseadas e rotuladas de modo a garantir a sua validade juridica, cientifica e técnica, de
acordo com o Regulamento (UE) 2017/625, de 15 de margo. Os laboratorios designados pelas
autoridades competentes para realizar estas andlises t€ém de possuir o conhecimento

especializado, o equipamento adequado, as infraestruturas necessarias e pessoal qualificado.
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Para assegurar a fiabilidade dos resultados, estes laboratdrios precisam estar acreditados em
conformidade com a norma EN ISO/IEC 17025:2018, que estabelece os "Requisitos gerais de

competéncia para laboratorios de ensaio e calibragdo".
1.3.2.5. Decisoes relativas as remessas

Ap6s a conclusdo dos controlos documental, de identidade e, se necessario, fisico, as
autoridades competentes tomam decisdes sobre cada remessa, conforme estipulado pelo
Regulamento (UE) 2017/625, de 15 de margo. Quando ¢ verificado que a remessa preenche
todos os requisitos estabelecidos pela Unido Europeia, esta ¢ aprovada e recebe a livre pratica,
0 que permite a sua entrada no espaco Europeu. Em contrapartida, se houver indicios de
incumprimento dos requisitos, a remessa sera rejeitada. As remessas que sao rejeitadas podem
ter trés destinos possiveis: reexpedi¢do, transformagdo ou destrui¢ao, conforme definido no
mesmo regulamento. E relevante destacar que a rejeigao pode ser total — onde toda a remessa
¢ vetada — ou parcial, quando apenas certos lotes sdo considerados ndo conformes. Caso a
reexpedi¢do ndo seja uma opg¢do vidvel, ou seja, a escolha do importador, a remessa sera
tratada conforme as normas, podendo ser destruida ou transformada, em linha com o
Regulamento (UE) 2017/625 e o Regulamento (UE) 1069/2009, que estabelece as regras

sanitarias para subprodutos animais e produtos ndo destinados ao consumo humano.

1.4. Objetivos do estudo

O presente estudo tem como objetivo a analise e caracteriza¢dao da infe¢ao por Kudoa
spp. em carapau (Trachurus trachurus) e cavala (Scomber colias) descarregados na lota de
Peniche em mar¢o de 2024; bem como em amostras de pargo-sémola (Pagrus auriga) e de
garoupa-legitima (Epinephelus aeneus) provenientes do Senegal e carapau-chileno
(Trachurus murphyi) do Chile recolhidas no PCF de Lisboa. Pretende-se com este trabalho
compreender a prevaléncia e intensidade do parasitismo em produtos da pesca destinados ao
mercado nacional, comparando diferentes zonas anatdmicas musculares e descrever a
morfometria dos mixozoarios de Kudoa detetados. Por fim, ira ser feita uma reflexdo sobre os
potenciais riscos dos presentes resultados para a Saude Publica e sobre os aspetos

epidemioldgicos desta parasitose no contexto nacional.
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I1. Material e métodos

1. Amostragem

Um total de 58 amostras de produtos da pesca foram recolhidas, para processamento,
no presente estudo, provenientes tanto de peixes capturados na costa portuguesa,
descarregados a nivel da lota de Peniche, como obtidas a partir de remessas provenientes de

paises terceiros e inspecionados no Posto de Controlo Fronteiri¢o de Lisboa.

1.1. Lota de Peniche

Foram recolhidas 25 amostras de carapau (7rachurus trachurus) e 25 de cavala
(Scomber colias) em margo de 2024, adquiridas em leildo, de primeira venda de pescado na
lota de Peniche (Portugal). Os produtos da pesca foram capturados ao largo de Peniche,
através de técnicas de arrasto peldgico, tendo sido acondicionados em caixas de esferovite,
com gelo laminado, apds a venda e transportados no dia seguinte a sua captura, para o

laboratério da FMV-ULuso6fona, onde as amostras foram de imediato processadas.

1.2. Posto de Controlo Fronteirico de Lisboa

No total, foram recolhidas 8 amostras aleatdrias,dada a disponibilidade dos produtos
da pesca, no ambito dos Controlos Oficiais, efetuados ao nivel do PCF de Lisboa. Na zona de
carga aérea, do Aeroporto Humberto Delgado, foram colhidos 1 exemplar de pargo-sémola
(Pagrus auriga) e 1 exemplar de garoupa-legitima (Epinephelus aeneus), ambos provenientes
do Senegal, do mesmo estabelecimento, refrigerados e acondicionados em caixas de
esferovite com gelo laminado. Além disso, foram também colhidas 6 amostras de carapau-
chileno (Trachurus murphyi), com origem no Chile, transportado congelado, por navio em
contentores frigorificos e acondicionados em sacos de plastico, dentro de caixas de cartdo, a
uma temperatura medida no local de -22°C, que deram entrada, em Portugal, através do
Terminal Portudrio de Alcantara (Liscont) no més de agosto de 2024. Todas as amostras
foram imediatamente congeladas a -18°C e armazenadas nas camaras da FMV-ULus6fona e

da NAVA de Alcantara até o inicio de seu processamento.

2. Processamento

As amostras foram processadas no laboratorio da FMV-ULus6fona. Primeiramente,

os exemplares de produtos da pesca foram pesados e foi determinado o seu comprimento
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furcal, seguindo-se a necropsia dos espécimes, durante a qual os musculos e 6rgdos dos peixes
foram separados de forma meticulosa. No caso das amostras congeladas (provenientes do
PCF), estas foram previamente descongeladas na altura do processamento. As amostras de
Igrama foram, entdo, submetidas a um processo de maceragao, seguido de homogeneizagao e
conservagdo em Eppendorf com etanol 70%, garantindo a uniformidade e integridade das

amostras para posterior analise.

2.1. Necropsia e separacio dos tecidos para analise

v" Exame externo - O exame visual externo do peixe foi realizado para verificar sinais
de possiveis infecdes parasitarias, como lesdes ou alteragdes na pele e nas branquias.

v Colheita de musculo - Nas amostras provenientes de Peniche (carapau-branco e
cavala), foram selecionadas duas regides anatdmicas especificas para a colheita de
tecido muscular. Utilizando um bisturi, uma tesoura e pingas, foram recolhidas
amostras de aproximadamente lgrama de musculo epaxial e pele da regido dorsal
anterior do peixe (D1); e da regido dorsal posterior (D2) localizada dorsalmente a

linha lateral, junto ao pedinculo caudal (Figura 12).

D2 D1

Figura 12 — Trachurus trachurus,; Localizagdo anatomica dos locais de colheita de misculo e pele nas amostras de peixe da

lota de Peniche.Adaptado de Docapesca (2020).

Nos 8 exemplares, provenientes do PCF (carapau-do-chile, garoupa e pargo-sémola),
por serem de uma dimensdo e peso bastante superiores, foram colhidas 4 amostras, de 4
regides anatomicas de cada peixe, contendo estas, também cerca de 1grama cada : da regido
dorsal anterior (DA), localizada dorsalmente ao opérculo e anteriormente a barbatana dorsal
espinhosa; da regido dorsal posterior (DP), localizada dorsalmente a linha lateral e anterior a
barbatana caudal; da regido ventral (V), localizada posteriormente as barbatanas pélvicas e
anteriormente ao anus; e da regido cranial (C), localizada dorsalmente na cabeca entre os

olhos (Figura 13).
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v' Exame por compressdo - Com o auxilio de duas caixas de Petri, as amostras foram
comprimidas, € com recurso a estereoscopia Optica, foi analisada, com a finalidade de

visualizar formas quisticas nos tecidos musculares.

Figura 13 — Epinephelus aeneus, Localizagdo anatomica dos locais de colheita de musculo e pele nas amostras de peixe

colhido no Posto de Controlo Fronteirigo (PCF). Adaptado de (Arias, 2002).

2.2. Maceracao, homogeneizacio e filtracao

Seguiu-se a maceracdo e homogeneiza¢ao de cada amostra. A amostra foi cortada
em pedacos mais pequenos, com recurso a uma tesoura cirargica e colocada num tubo de
ensaio de vidro, com 4mL de solugdao de NaCl 0,9% (agua destilada e cloreto de s6dio). Com
o auxilio de uma vareta de vidro, procedeu-se ao esmagamento da amostra em pedagos mais
pequenos, comprimindo-os contra a parede do tubo de ensaio enquanto se agitava
simultaneamente (Barrett et al., 2001; Yokoyama et al., 2017). Apds a homogeneizagdo
seguiu-se a filtragdo. Com recurso a uma peneira metalica (poros de 0,5 mm) e um funil de
vidro, tendo a solugdo filtrada, sido transferida, para um novo tubo de ensaio. Em seguida,
permitiu-se que o filtrado sedimentasse por 30 minutos, sendo depois transferidos 0,5 mL de
fluido do fundo do tubo, para um novo tubo Eppendorf, ao qual se acrescentou 1 mL de etanol
70%, para a fixagdo parasitaria (Matsukane et al., 2010; Yokoyama et al., 2017). Este fluido
recolhido, do fundo do tubo, incluia o sedimento fino, resultante da maceracao do tecido do
hospedeiro ictio, assim como os eventuais mixosporos de Kudoa, que deles se libertariam.
Entre o processamento de cada amostra, realizaram-se lavagens de todo o material utilizado,
com detergente, sendo sempre a ultima passagem por dgua realizada com agua destilada, de

modo a minimizar possiveis contaminagdes cruzadas (Whipps et al., 2004).
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3. Observacio e caracterizacio das formas parasitarias do género Kudoa

Para determinar a intensidade de mixosporos por grama de amostra, foi utilizada uma
camara de Neubauer melhorada. Foi definido que, por rotina, a contagem seria feita num
volume da camara de 0,1 pL, mas caso fossem contadas menos de 10 células parasitérias,
nesse volume, a contagem seria repetida, num volume 4 vezes superior. O valor final
(mixosporos de Kudoa/grama de musculo) foi posteriormente calculado com base nas
contagens feitas (em 0,1 ou 0,4 pL de volume da camara), para o volume total da amostra
(uma suspensao de 1500 pL produzidos a partir de 1g de amostra).

Posteriormente foi feita a andlise morfologica e morfométrica das células parasitarias.
Para tal, ¢ de modo a fazer uma amostragem aleatoria, foi definida a ordem de selecao
representada na (Figura 14). Cem mixosporos (100) de morfologia semelhante e provenientes
de diferentes amostras aleatdrias, foram observados cuidadosamente ao microscopio Optico,
(objetiva 100x), onde foram caracterizados cinco pardmetros morfométricos, através de uma
ocular micrométrica: Eixo maior do mixosporo (EM), Eixo menor do mixosporo (Em),
Largura da cépsula (Lc), Comprimento da capsula (Cc) (realizadas em vista apical), e a Altura

do mixosporo (A) (efetuada numa vista lateral) (Figura 15).

Figura 14 — Esquema de sele¢do das 10 amostras, para visualizagao/caracterizagao morfométrica dos mixosporos de Kudoa

Spp;
Codigo das amostras: algarismo correspondente ao niimero sequencial da amostra de peixe; letra corresponde a localizagdo
da amostra (A-anterior; P- posterior), imagem original.

Figura 15 — Vistas apical e lateral de mixosporos de Kudoa spp. Adaptado de (Li, X.-B. et al., 2022); EM- eixo maior; Em-
eixo menor; Cc- comprimento da capsula polar; Lc- largura da capsula polar; A- altura do mixosporo
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4. Analise de dados

Os parametros parasitarios analisados (prevaléncia e intensidade) foram calculados
de acordo com Bush et al. (1997). Além disso, foram calculados os valores médios, minimos,
maximos e o desvio padrio para cada conjunto de dados, incluindo o peso e o comprimento
furcal dos hospedeiros ictios, € os parametros parasitarios.

Para avaliar a possivel relagdo entre as varidveis peso/comprimento dos hospedeiros,
tanto oriundos da lota de Peniche como de paises terceiros, e a quantidade de mixosporos, foi
conduzida uma analise de estatistica recorrendo ao programa de Excel e ao método de
correlacdo de Pearson para calcular as seguintes correlagdes:

v" Comprimento do hospedeiro vs niumero de mixosporos da amostra da regido
dorsal anterior;

v" Comprimento do hospedeiro vs niimero de mixosporos da regido dorsal posterior;

<\

Peso do hospedeiro vs nlimero de mixosporos da amostra da regido dorsal anterior;
v" Peso do hospedeiro vs numero de mixosporos da amostra da regido dorsal
posterior.
E para comparar os resultados médios de cada uma das regides anatdmicas das
amostras (anterior e posterior) foi aplicado o t-test com recurso ao programa de Excel:
v" Numero de mixosporos das amostras da regido dorsal anterior vs nimero de

mixosporos das amostras da regido dorsal posterior.
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I11. Resultados

1. Lota de Peniche

1.1. Caracterizacio dos hospedeiros

As amostras de carapau-branco (Trachurus trachurus) e de cavala (Scomber colias)
adquiridas na lota de Peniche em 2024 revelaram caracteristicas distintas em termos de peso e
comprimento. As cavalas analisadas tinham um peso médio de 167,3 g, um comprimento
furcal médio de 25,5 cm. Ja os carapaus-brancos analisados apresentaram um peso médio de
126,7g e um comprimento furcal médio de 22,7cm (Tabela 9).

Tabela 9 - Comprimento e peso dos exemplares analisados de Scomber colias e Trachurus trachurus adquiridos
na lota de Peniche.

Carapau-branco (Trachurus trachurus)

N° amostras Parametro Peso (g) Comprimento furcal (cm)
Minimo 86,40 20,50
Maximo 164,20 25,0
25 Média 126,70 22,70
Desvio-padrao 18,99 1,19

Cavala (Scomber colias)

N° amostras Parametro Peso (g) Comprimento furcal (cm)
Minimo 57,90 18,50
25 Maximo 221,30 28,50
Média 167,30 25,50
Desvio-padrdo 33,90 1,95

1.2. Caracterizacio parasitaria

A andlise macroscopica (inspe¢do visual) e estercoscOpica das amostras, apoOs
compressao entre placas de Petri, ndo revelou alteragdes evidentes no musculo, nem estruturas
parasitarias visiveis, como quistos. Quanto a analise microscopica das amostras, a prevaléncia
de Kudoa spp. foi de 100% em carapau-branco e de 0% em cavala.

A intensidade parasitaria média em carapau-branco foi de 115,43x10° mixosporos/g,
com valores de minimo e maximo de 3,75x10° e 285x10® mixosporos/g, respetivamente
(Tabela 10).

Relativamente @ morfometria, os mixosporos observados exibiam um elevado grau

de homogeneidade morfologica, com uma forma subesférica (Figura 16), e valores médios do
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eixo maior (EM) de 5,3 pm, eixo menor (Em) de 4,3 um, altura (A) de 4,6 um; apresentando
quatro céapsulas polares de dimensdes semelhantes, com um comprimento (Cc) de 1,6 um e
largura (Lc) de 1,1 um (Tabela 11).

Relativamente a contagem de mixosporos de Kudoa observados, verificou-se uma
quantidade significativamente maior na amostra da regido dorsal anterior em compara¢do com
a regido dorsal posterior (Grafico 1).

Tabela 10 — Numero de mixosporos do género Kudoa por grama de musculo de carapau (Trachurus trachurus)
da lota de Peniche; Amostra (A)- 1 grama de musculo dorsal anterior; Amostra (P)- 1 grama de musculo dorsal

posterior
N° da amostra do N° de mixosporos/g de misculo (x 10°*)

Peixe Regido anterior (A)  Regido posterior (P)
1 75 41,25
2 270 26,25
3 26,25 3,75
4 33,75 15
5 7,50 3,75
6 18,75 165
7 165 165
8 180 3,75
9 30 37,50
10 33,75 45
11 41,25 11,25
12 37,50 18,75
13 33,75 67,50
14 165 116,25
15 225 90
16 180 150
17 210 180
18 150 285
19 165 150
20 210 150
21 195 150
22 165 165
23 285 195
24 78,75 150
25 240 165

Totais 3221,25 2550

Total final
T(AYFT(P) 5771,25
Média (A) e (P) 128,85 102
Média 115,43
Minimo 375
Maximo e
83,88

Desvio-padrao
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Mixosporos de Kudoa spp. por grama de musculo de Trachurus trachurus
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6 7

@ mausculo regido dorsal anterior @ musculo regido dorsal posterior

Grafico 1 - Representagdo grafica da Tabela 10- Contagem de mixosporos de Kudoa spp. por grama de musculo em carapau
(Trachurus trachurus); *corresponde ao numero sequencial da amostra de peixe analisada.

Figura 16 — Vistas lateral e apical de mixosporos de Kudoa spp. Medidas expostas correspondem as caracteristicas presentes
na Tabela 11. Escala fotografias = 5 micrometros, ampliagdo 400x. Ilustragdes adaptadas de (Li et al., 2022) e fotografias
originais.

EM- eixo maior; Em- eixo menor; Cc- comprimento da capsula polar; Lc- largura da capsula polar; A- altura do mixosporo.
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Tabela 11 - Resumo das caracteristicas parasitarias do género Kudoa analisadas.

i Morfometria dos mixosporos (um
Hospedeiro N Peso(g) C(}::lr‘zgln(lg:)o Prevaléncia | Intensidade n . (rm)
o EM Em A Lc Cc
(Iminaz) (min-méx) (min-méx) (min-méax)| (min-max)| (min-méx) | (min-méax) |(min-max)
27 115,43x 10°
Trachurus 126,7 _’ o iy N 53 43 4,6 1,1 1,6
trachurus | > | (86,4-164.2) (20,5250 100% %;5("1102)* 1001 s | @s) | @55 | a-12) | 32
Scomber 167,3 25,5 o
colias 25 (57,9-221,3) (18,5-28,5) 0% ) . . B - °

Legenda: EM- Eixo maior; Em- Eixo menor do mixosporo; A - Altura do mixosporo; Lc- Largura da cépsula; Ce-
Comprimento da capsula; N- nimero de amostras de Trachurus trachurus; n - nimero de mixosporos analisados;

2. Posto de Controlo Fronteirico

2.1. Caracterizacio do hospedeiro

As amostras (N=6) de Trachurus murphyi (carapau-chileno) analisadas apresentaram

um peso médio de 1151,7g, com um valor minimo de 1025g ¢ um valor maximo de 1275g.

Quanto ao comprimento furcal, mediam em média 44,7 cm, com um valor minimo de 39 cm e

um maximo de 48 cm, aproximadamente (Tabela 12) .

No que concerne a espécie Epinephelus aeneus (garoupa), apenas 1 exemplar

foi

analisado e apresentava um peso de 2012g e um comprimento furcal de 47cm,

aproximadamente. O exemplar de Pagrus auriga (pargo-sémola) analisado tinha um peso

730g e um comprimento furcal de 28cm (Tabela 12).

Tabela 12 - Resumo de caracteristicas fisicas dos produtos da pesca, recolhidos no PCF de Lisboa.

Amostras recolhidas no PCF Agosto 2024
Espécie N° de amostras Peso(g) Comprimento furcal (cm)
Pagrus auriga 1 730 28
Epinephelus aeneus 1 2012 47
N° de amostras Peso(g) Comprimento furcal (cm)
Trachurus murphyi (i) it i)
6 1151,7+ 90,87 (1025-1275) 44,75+ 3.40 (39 - 48)

2.2. Caracterizacao parasitaria

de

Dentro das amostras analisadas, apenas o pargo-sémola (Pagrus auriga) apresentou
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resultado positivo, para a presenca de mixozoarios do género Kudoa, na amostra da regido
dorsal anterior, apresentando uma intensidade de 3,75x 103 mixosporo/g (Tabela 13). A
morfometria do Uinico esporo, que foi possivel visualizar e analisar encontra-se esquematizada

na Tabela 13.

Tabela 13 - Resumo das caracteristicas parasitarias das amostras colhidas no PCF de Lisboa, no més de Agosto

de 2024.
i Morfometria dos mixosporos (nm) *
Hospedeiro Origem | N Peso(g) C;)mprllmento Prevaléncia Intensidade ' oS )
urcal (cm) EM [Em| A [ Le | Cc
(min-max) (min-max)
Pagrus auriga Senegal 1 730 28 100% 3,75x10° 52 43 - 1,1 1,5
R scrcoal | 1 2012 47 0% - - - - - -
aeneus
1151,7
Trachurus Chile 6 (1025- 44,7 0% i} _ _ _ _ -
murphyl 1275) (3 9'48)

* Legenda: EM - Eixo maior do mixosporo; Em- Eixo menor do mixosporo; A - Altura do mixosporo; Lc- Largura da
capsula; Cc- Comprimento da capsula. N- Numero de amostras de hospedeiros ictios;

3. Resultados estatisticos

A andlise estatistica mostrou, que peixes maiores t€ém menos mixosporos por grama
de musculo. A correlagdo de Pearson, entre comprimento do hospedeiro e quantidade de
mixosporos de Kudoa, na amostra de musculo anterior, originou um coeficiente de r = -
0.26451, enquanto que relativamente a regido posterior, este pardmetro foi de r = -0.21408.
Para o peso do hospedeiro, 0 mesmo teste estatistico, calculou um coeficiente de r = -0.33791,
quando correlacionado com o n° de mixosporos na regido anterior, € de r = -0.31781, o n°® de
mixosporos na posterior, indicando que, peixes mais pesados também apresentam menos
mixosporos. A relagdo entre peso e quantidade de mixosporos ¢ mais forte na regido anterior.

Para o calculo do t-test foram comparadas as médias da quantidade de mixosporos/g
da regido anterior e regido posterior, representadas na Tabela 10. O valor de t= 8.58, indica
uma diferenga significativa entre os grupos comparados, sugerindo que essa diferenca ¢é

substancial e relevante. Além disso, o p=< 0.00001 indica que a probabilidade de que, a

o~

diferenca observada tenha ocorrido ao acaso ¢ extremamente baixa, o que sugere que

altamente provavel, que essa diferenca seja verdadeira e significativa (Tabela 14).
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Tabela 14 - Resultados estatisticos dos métodos de Pearson e test-t.

Correlagao entre comprimento/peso do hospedeiro vs quantidade de mixosporos

Variavel do Hospedeiro

Regido Muscular

Coeficiente de
Correlagao (r)

Interpretagao

Correlagdo fracaa

Comprimento Anterior -0.26451 .
moderada negativa
Comprimento Posterior -0.21408 Correlag:ap fraca
negativa
Peso Anterior -0.33791 Corre!a(;ao mo derada
negativa (mais forte)
Peso Posterior -0.31781 Correlacao rpoderada
negativa
Comparacao de Médias (t-test)
Comparacao entre ~
st Mineo e Valor de t Valor de p Interpretagdo
Diferenga altamente
Anterior vs. Posterior 8.58 <0.00001 significativa entre as

médias comparadas
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IV. Discussao

Os resultados obtidos em carapau (Trachurus trachurus) e cavala (Scomber colias),
provenientes da lota de Peniche, revelaram uma taxa de positividade de Kudoa spp. de 100%
na primeira espécie e de 0% na segunda. Comparativamente com os resultados do estudo de
Vaz (2000), ha uma diferenca nas taxas de prevaléncia de Kudoa spp., nomeadamente em
carapau. Naquele estudo, foi reportada uma prevaléncia de 84,7% em carapaus, obtidos de um
mercado da cidade do Porto, indicando uma infe¢do consideravel, mas mesmo assim menor,
do que o reportado no presente estudo, onde todos os individuos analisados estavam infetados
pelo parasita, o que sugere uma dissemina¢do mais abrangente do agente parasitario. Ja o
estudo de Cavaleiro et al. (2021), em cavala, revelou uma prevaléncia de 60% de infe¢ao por
Kudoa, no arquipélago da Madeira.

Em outros estudos, sobre a prevaléncia de infecdes por Kudoa, em sardinhas
(Sardina pilchardus) provenientes do porto de Peniche, Menezes et al. (1989), reportaram
uma prevaléncia de 30%, enquanto Gilman (1995) observou que 47,7% dos espécimes, da
mesma espécie, provenientes do mesmo local, também apresentavam a parasitose. Ambos 0s
estudos indicaram que, os produtos da pesca associados a Peniche, um ponto de pesca
importante, apresentaram resultados positivos a infe¢cdes por Kudoa, o que € corroborado
pelos dados de prevaléncia do atual trabalho.

Adicionalmente, a proximidade temporal e geografica desses estudos em relagdo aos
resultados obtidos neste trabalho, que revelaram uma prevaléncia de 100% de infe¢do por
Kudoa spp. em carapaus (Trachurus trachurus), podera especular-se que a regido de Peniche
poderé estar a enfrentar alteracdes ambientais ou mudancas nas dindmicas populacionais que
favoregam a infecdo. Além disso, pode haver um maneio inadequado dos recursos pesqueiros,
associado ao aumento do consumo de produtos da pesca e a consequente sobrepesca,

conforme sublinhado por Giulietti et al. (2024a, 2024b).

A discrepancia observada entre a infe¢do em carapaus (Trachurus trachurus) e a
auséncia de infecdo em cavalas (Scomber colias), no mesmo local de captura, Peniche, pode
ser atribuida a diferengas significativas, na suscetibilidade entre as duas espécies. Os carapaus
podem ser mais vulnerdveis as infegdes por Kudoa, devido a caracteristicas genéticas, que
resultam em respostas imunes menos eficazes (Sitja-Bobadilla, 2008). As condi¢des
ambientais, como variacdes na temperatura e salinidade, podem favorecer a proliferacdo de
Kudoa nos habitats dos carapaus, sem afetar diretamente as dareas habitadas pelas

cavalas (Alama-
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Bermejo et al., 2013; Vaz, 2000; Koprivnikar & Desser, 2002), dado que as cavalas podem
ser encontradas a maiores profundidades (Kiparissis et al., 2000; Cike$ Ke¢ & Zorica, 2012;
Martins & Cardador, 1996), evitando a exposicdo ao parasita. Ja os carapaus, que se
encontram mais a superficie (Chaves, 2019) poderao estar mais suscetiveis a exposi¢dao a

formas infetantes do género Kudoa.

Com base nos dados obtidos, levanta-se a hipotese de que a dindmica populacional e
as praticas de maneio da pesca em Peniche poderdo exercer um impacto relevante na satde
dos carapaus. Especula-se que uma pressdao de pesca elevada possa contribuir para um
aumento do stresse metabolico nos individuos que permanecem no ambiente, uma vez que a
captura frequente de peixes pode alterar a estrutura social, potenciando o stresse entre os que
ficam. Além disso, propria atividade de pesca podera ainda afetar o comportamento natural
dos peixes, levando-os a evitar zonas de alimentacdo habituais. Esta alteragao
comportamental, associada a fatores de stresse ambiental, podera enfraquecer o sistema

imunitario e, consequentemente, favorecer a infecao por parasitas.

Por outro lado, as cavalas (Scomber colias) sao espécies pelagicas ao longo de todo o
seu ciclo de vida, mantendo-se em aguas abertas € com menor contacto com o fundo marinho
(Martins & Cardador, 1996; Cikes-Kec & Zorica, 2012). J& os carapaus (Trachurus
trachurus), embora também pelagicos, tendem a frequentar zonas mais proximas do fundo
(regido bentdnica) a medida que crescem (Erzini et al., 1997; Abaunza et al., 2003), o que os
torna mais suscetiveis a infecdes por parasitas como Kudoa spp., dado que o hospedeiro
intermediario — um anelideo marinho — se encontra associado a regido bentonica (Kaie et
al., 2004; Rangel et al., 2009). O mesmo podera justificar a infe¢do das cavalas analisadas na
Madeira (Cavaleiro ef al., 2021), com origem na costa portuguesa, mais precisamente na
regido algarvia, que tende a ser mais bentonica, tornando as cavalas mais suscetiveis ao
contacto com os hospedeiros invertebrados. As interagdes ecoldgicas € o comportamento
alimentar podem aumentar a exposicdo das cavalas ao parasita. Portanto, ¢ crucial considerar
a dindmica ecoldgica e as condicdes ambientais de cada regido, ao avaliar a satde das
populagdes de peixes e as infe¢des parasitarias associadas. Nao pode, ainda, ser descartada a
hipétese de estarmos perante espécies de Kudoa molecularmente distintas, com ciclos
biologicos diferentes e especificidade de hospedeiros proprias, que até a data ainda sdo
desconhecidos.

A andlise dos carapaus-brancos de Peniche, revelou uma intensidade média de

infe¢do de 115,43x10° mixosporos/g de musculo, com valores a variar entre 3,75x10° ¢
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285x10* mixosporos/g. Ja o pargo-sémola, recolhido do PCF de Lisboa, e proveniente do
Senegal, apresentou uma intensidade de infegéo calculada de 3,75x10° mixosporos/g.

De acordo com os estudos de St-Hilaire et al. (1997), uma contagem inferior a
20x10° mixosporos/g € considerada aceitavel, pois nesta situacdo, a textura muscular dos
peixes infetados, mantém-se semelhante a dos peixes ndo infetados, mantendo-se a qualidade
dos produtos da pesca. No entanto, quando a contagem de mixosporos ultrapassa este limite, a
degradacao dos tecidos, provocada pelas enzimas proteoliticas, leva a mioliquefagdo. Os
dados obtidos no presente trabalho, indicaram que a maioria dos carapaus analisados, tinham
valores de 3,75x10° mixosporos/g a 285x10° mixosporos/g. Numa amostra de 25 carapaus,
apenas 2 amostras apresentaram valores abaixo de 20x10° mixosporos/g. De acordo com os
estudos de St- Hilaire et al. (1997), praticamente todas as amostras de carapaus analisadas, do
presente estudo, poderiam desenvolver mioliquefacdo. Isto poderia resultar numa textura
deteriorada das partes ediveis dos produtos, tornando-os improprios para consumo (Giulietti et
al., 2024a, 2024b; Henning et al., 2013; Kristmundsson & Freeman, 2014; Kasai et al., 2016;
Moran et al., 1999; Whipps & Diggles 2006). No entanto, para se poder confirmar esta
hipotese, de mioliquefagdo, seria necessario por um lado, identificar molecularmente a
espécie envolvida, visto que nem todas as espécies de Kudoa causam mioliquefacao (Diamant
et al., 2005), e por outro observar e avaliar a evolugdo da textura do musculo. O mesmo
principio se aplica a infe¢do por Kudoa observada no pargo-sémola (Pagrus auriga), visto que
o valor estaria abaixo dos 20x10° mixosporos/g, o que segundo os autores supracitados,
ndo estaria associado ao fendémeno de mioliquefacdo. Todavia, apenas um exemplar desta
espécie foi analisado, o que ndo ¢ suficiente para tirar conclusdes robustas.

A andlise estatistica de correlagdo de Pearson (r) foi utilizada para investigar a
relagdo entre a quantidade de mixosporos e as varidveis de comprimento e de peso dos
carapaus, respetivamente. Os resultados dos coeficientes de correlagdo de Pearson (1),
indicaram correlagdes negativas fracas, entre comprimento ¢ quantidade de mixosporos na
regido dorsal anterior (r=-0,26451) e na regido posterior (r=-0,21408), sugerindo que, a
medida que o comprimento dos carapaus aumenta, a quantidade de mixosporos tende a
diminuir de forma subtil. Embora seja observada uma tendéncia decrescente na quantidade de
mixosporos, com o aumento do tamanho dos hospedeiros, os coeficientes de correlacao
obtidos, indicam que essa relagao € fraca e, portanto, ndo permite conclusdes definitivas.

O mesmo teste estatistico indicou, também, uma correlacdo negativa moderada,
quando se comparou o peso dos hospedeiros com o numero de mixosporos/g na regiao dorsal

anterior (r=-0,33791), e com o mesmo parametro na regiao dorsal posterior (r=-0,31781). Isso
61



implica, que peixes mais pesados, tendem a ter uma carga de mixosporos inferior, mas a forca
da correlagdo modesta requer, mais uma vez, cautela na avaliacao dos resultados.

Embora as correlagdes negativas indiquem que carapaus maiores, geralmente,
apresentam uma menor carga parasitaria, a fraqueza relativa das correlagdes, especialmente,
em relagdo ao comprimento, destaca a complexidade e a necessidade de uma andlise mais
abrangente, para entender a dindmica entre caracteristicas dos peixes e infecdes parasitarias.
De acordo com Barac ef al. (2025) e Sitja- Bobadilla (2008), peixes maiores tendem a ter
um sistema imunitario mais desenvolvido, o que podera justificar esta tendéncia. No estudo
de Vaz (2000), em carapaus provenientes de um mercado na cidade do Porto, também ndo se
verificou uma relacdo causal entre as varidveis comprimento/peso versus quantidade de
mixosporos de Kudoa por grama de amostra. J& Menezes et al., (1989), no estudo de Kudoa
em sardinhas capturadas em Peniche, relataram, empiricamente, que a parasitose seria tanto
maior, quanto maior fosse o tamanho do hospedeiro. Por outro lado, estudos contrastantes
sugerem que peixes mais velhos (logo de maiores dimensdes) tendem a acumular um maior
numero de parasitas, aumentando, assim, a probabilidade de desenvolver mioliquefagdo post-
mortem (Castro et al., 2018; Casal et al, 2019). Nesta Optica, o tamanho corporal do
hospedeiro aumenta consequentemente a area de superficie exposta a infe¢do (pele,
barbatanas e branquias), pelo que podera estar relacionado (Levsen ef al., 2008; Jones & Long
2019; Giulietti et al., 2022). No estudo realizado por Giulietti et al., (2024a) no Atlantico
Norte, em Espanha, a infe¢do por Kudoa foi observada em sardinhas que apresentavam "soft
flesh" (ou musculo mole), e os exemplares afetados eram de maior tamanho. Essa constatagao
esta em concordancia, com pesquisas anteriores realizadas em sardinhas-europeias (Sardina
pilchardus), cavalas-do-Atlantico (Scomber colias) e salmdes-do-Atlantico (Salmo salar), que
evidenciaram uma maior suscetibilidade a condicdo conhecida por "soft flesh" em peixes
maiores, atribuida a maior prevaléncia e densidade de K. thyrsites (Gilman & Eiras, 1998;
Levsen et al., 2008; Jones & Long 2019; Giulietti et al., 2024a).

A divergéncia entre os resultados obtidos neste estudo e os relatados por outros
autores poderd ser explicada por diversos fatores, cuja influéncia se admite como possivel,
embora ndo comprovada de forma direta. Uma hipdtese a considerar prende-se com a
maturacdo do sistema imunitario dos peixes, que tende a tornar-se mais robusto com o
avancar da idade, podendo conferir maior eficicia na resposta a invasdo parasitaria. No
entanto, uma exposicdo prolongada ao ambiente — também associada a idade do hospedeiro
— poderd, paradoxalmente, resultar numa maior acumulagdo de parasitas ao longo do tempo.

Outra possibilidade prende-se com o comportamento ecologico da populagdo: peixes
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maiores podem adotar estratégias de migra¢do seletiva, escolhendo habitats com menor
concentragdo de hospedeiros intermedidrios, o que resultaria numa exposi¢ao reduzida aos
actinosporos e, consequentemente, numa menor probabilidade de infecao por Kudoa spp..
Esta escolha de habitat podera representar uma adaptacdo comportamental vantajosa,
contribuindo para a saude geral e menor carga parasitaria desses individuos.

Para além disso, diferengas entre as amostras analisadas nos diversos estudos, bem
como a utilizacdo de metodologias distintas para detecao e quantificagdo do parasita, podem
ter influenciado os resultados. Adicionalmente, as circunstancias de captura dos hospedeiros
— como o local, profundidade ou época do ano — poderao ter originado varia¢des relevantes
na perce¢do dos parametros parasitarios e no sucesso das operagdes analiticas. Embora estas
justificacdes sejam de natureza especulativa, considera-se pertinente apresentd-las como
possiveis explicagdes para os padrdes observados

No que concerne, aos carapaus (Trachurus trachurus), a diferenca na intensidade
parasitaria, entre as amostras das regides dorsal anterior (onde foi geralmente maior) e a da
regido dorsal posterior (onde terd sido menor), podera estar relacionada com fatores que
influenciam a suscetibilidade dessas areas. A regido anterior dos peixes, ¢ particularmente
vulnerdvel a infecdo, pois os actinosporos podem penetrar através da pele e/ou das branquias
(Giulietti et al., 2024a). As caracteristicas morfologicas e a contiguidade fisica dessa regiao,
com 4reas anatdmicas criticas, para a entrada do parasita no organismo, podem contribuir para
essa suscetibilidade. O fluxo de 4gua ao redor dos carapaus, especialmente durante a
respiracdo (Park et al, 2014; Sackville et al., 2024) e a alimentagdo, poderd favorecer a
adesdo dos actinosporos, contribuindo para a maior carga parasitaria observada na regido
anterior em comparagao a dorsal posterior.

O teste-t foi realizado para comparar as médias da intensidade de infe¢do, nas regides
anterior e posterior dos peixes (valor-t=8,58), o que indicou uma diferenca substancial entre
os valores observados. Um valor-t desta magnitude, resulta de uma grande discrepancia entre
as intensidades de infe¢do nas duas regides, sugerindo que, a quantidade de mixosporos na
regido anterior ¢ significativamente maior do que a da regido posterior, como foi possivel
observar no grafico 1 no capitulo dos resultados.

Além disso, o valor-p associado a este teste, foi calculado como sendo menor que
0,00001. Um valor-p baixo significa que, a probabilidade de observar uma diferenca tao
extrema entre os grupos, apenas devido ao acaso ¢ muito proxima de zero. Com um nivel de
significancia, comumente aceite de 0,05, podemos concluir que a diferenga observada ¢

estatisticamente significativa.
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A morfometria dos mixosporos observados, nos carapaus-brancos, deste estudo,
revelou uma forma subquadrada. Quando observados, na vista apical, apresentavam quatro
capsulas polares visiveis, na vista lateral, os mixosporos exibiam uma forma triangular, com
duas cépsulas polares discerniveis, o que corrobora com as descri¢oes ja relatadas, de Kudoa
thyrsites e Kudoa encrasicoli, por diversos autores (Eiras et al., 2014; Moran et al., 1999;
Gunter et al., 2006; Iglesias et al., 2022; Lom & Nilsen, 2003). A dimensdo média do eixo
maior do mixosporo foi de 5,3um (5 6 um), do eixo menor foi de 4,3um (4 5 um), altura
média (medida na vista lateral) foi de 4,6um (3 5,5 um), largura média da capsula polar de
IL,lum (1-1,2 pum) e comprimento médio da céapsula polar de 1,6um (1,3-2 um).
Relativamente a morfometria, do unico mixosporo visualizado e analisado presentemente no
pargo-sémola (Pagrus auriga), este apresentou um eixo maior de 5,2um, um eixo menor de
4,3um, a largura da cépsula polar foi de 1,1um e o comprimento da capsula polar de 1,5 um.
Quando comparados entre si, as medidas dos mixosporos obtidas, dos carapaus e do pargo-
sémola mostraram-se muito semelhantes. Contudo, ao comparar os resultados com o estudo
de Cavaleiro ef al. (2021), em cavalas, cujos valores médios dos esporos, na vista apical,
foram 15,2pm de largura média, 8,3pum de espessura média e 8,4um de comprimento, largura
da capsula média entre 3,7um- 4.7um e largura média de 2,5 um- 3,2um, verifica-se que as
dimensdes dos mixosporos sdo consideravelmente menores. Esta variagdo, pode sugerir
diferengas entre as espécies de Kudoa ou entre os ambientes, onde as amostras foram
recolhidas. Além disso, o facto de as amostras, naquele estudo, terem sido preparadas frescas,
utilizando uma solu¢do tampao (PBS), pode ter contribuido, para a manutencdo da
estabilidade do pH, evitando, alteragdes indesejadas na estrutura e fun¢do celulares.De acordo
com Ozturk et al. (2006), o PBS ¢ amplamente utilizado por manter condi¢des fisiologicas
estaveis, nomeadamente o pH e a osmolaridade, o que ajuda a preservar a integridade

morfologica das células durante a preparacdo e manipulagcdo das amostras. Por outro lado, a

técnica empregue, no presente estudo, envolveu a fixacdo das amostras, em etanol a 70%, o
que pode modificar estruturalmente o parasita, uma vez que, a desidratagdo provoca a perda
de dgua e, consequentemente, a diminuicdo do tamanho das células. Por outro lado, existem
circunstancias que podem ter dificultado e tornado menos precisas as medi¢cdes na presente
analise, nomeadamente o recurso a fraca poténcia do aparelho de microscopia dptica usado
(resolucdo e ampliacao de 400x), além do facto de, nos preparados fixados, em etanol 70%, as
células parasitarias tenderem a mover-se bastante durante as medi¢des, o que podera ter
dificultado a obtencao de dados mais exatos.

Aproximadamente dez espécies de Kudoa foram descritas no Oceano Atlantico
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(Eiras et al, 2014). Na costa do continente portugués, foram registadas ocorréncias no
charuteiro (Seriola dumerili), uma espécie da ordem Perciformes e da familia Carangidae,
infetada por Kudoa insolita (Kovaleva, Shulman & Yakovlev, 1979). Além disso, foram
identificadas infe¢des de Kudoa spp. em carapau (Trachurus trachurus) (Cruz et al., 2003) e
em sardinha-europeia (Sardina pilchardus) com morfometria compativel com Kudoa thyrsites
(Cruz et al., 2011). As infegdes causadas por esta espécie, t€ém sido relatadas frequentemente,
na Peninsula Ibérica, principalmente em Espanha, onde os stocks de sardinha tém sido
particularmente afetados (Giulietti et al., 2024a, 2024b). Tendo isso em consideragdo, e com
base nos resultados obtidos, a espécie mais provavel de estar envolvida, nas parasitoses
analisadas, nas amostras do presente estudo, serd Kudoa thyrsites. No entanto, ao analisa-las
apenas pela aparéncia morfoldgica, também poderia tratar-se de Kudoa encrasicoli, dada a
significativa semelhanca entre as duas espécies (Giulietti ef al., 2024b; Iglesias et al., 2022).
Por outro lado, o facto de esta espécie parasitaria ter sido, até hoje, apenas reportada no
biqueirdo (Engraulis encrasicolus), torna esta hipOtese pouco provavel, mas dada a
capacidade do género Kudoa de infetar diversas espécies, tal possibilidade ndo deve
descartada.

A revisdo efetuada sugere que K. thyrsites estd associada a infecdes que acarretam
mioliquefagdo, esta situacdo compromete a comercializacdo do pescado, resultando em
prejuizos financeiros significativos para os produtores (Giulietti et al., 2024a, 2024b; Henning
et al., 2013; Kristmundsson & Freeman, 2014; Kasai ef al., 2016; Moran et al., 1999; Whipps
& Diggles, 2000).

O subdiagndstico ou a falta de identificagdo de Kudoa spp. pode representar uma
ameaga significativa a Saude Publica e a economia, especialmente em paises onde se
consomem produtos da pesca crus, ou insuficientemente confecionados. Além disso, a
crescente introducdo de habitos alimentares exoticos nos ultimos anos, tem amplificado esse
risco alimentar, em paises que anteriormente ndo enfrentavam essa preocupacdo, como ¢ o
caso particular de Portugal (Golden et al., 2023)

O Regulamento (CE) n.° 853/2004 estabelece disposi¢cdes para a realizagdo de
inspecdes dos produtos da pesca, com o objetivo de evitar, que produtos visivelmente
parasitados sejam colocados no mercado. No entanto, este regulamento ndo aborda parasitas
microscopicos como Kudoa spp., uma vez que geralmente, ndo estdo associados a problemas

de satide humana (European Food Safety Authority & BIOHAZ Panel, 2024). Apesar de, até a
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data ndo serem conhecidas intoxicag¢des alimentares na Europa, causadas por este género,
foram relatados casos, principalmente, no Japdo e na Coreia apdés o consumo de peixe
infetados por K. septempuntata e K. hexapunctata (Kawai et al.,, 2012; Matsukane et al.,
2010; Suzuki et al., 2015), pelo que, ndo devem ser descartadas as hipdteses, de surgirem
novas espécies capazes de causar doenga em humanos, apds a ingestdo de pescado
contaminado, uma vez que, parecem existir ainda muitas novas espécies por descrever e
outras tantas sobre as quais muito pouco sabemos (Eiras et al., 2014 ; Shamsi & Barton,
2024).

Para prevenir as intoxicagdes alimentares causadas pelo género Kudoa, ¢ essencial
sensibilizar a populagdo sobre os riscos associados ao consumo de peixe cru. Campanhas
educativas, devem informar os consumidores, sobre praticas seguras de manuseamento e
preparagao de produtos da pesca. A confecdo adequada € crucial, a temperaturas, de pelo
menos 63°C, para garantir a inativagdo de agentes patogénicos, incluindo parasitas como
Kudoa spp. (EFSA Panel on Biological Hazards [BIOHAZ], 2010). Para os peixes destinados
ao consumo cru, como sushi ¢ sashimi, a EFSA, segundo o Regulamento 853/2004, obriga
que sejam congelados a -20°C ou temperaturas mais baixas por, no minimo, 24 horas, a fim
de inativar os parasitas incluindo Kudoa spp. (EFSA & BIOHAZ Panel, 2024).

A adogdo de praticas de maneio sustentdvel na aquacultura, que assegurem um
ambiente saudavel para os peixes, como a reducao da densidade populacional e a melhoria da
qualidade da 4gua, pode contribuir para a diminui¢do da incidéncia de infecdes parasitdrias.
Neste contexto, técnicas como a filtragem dupla e a irradiagdo UV na agua de cultivo tém
demonstrado eficacia na reducao da carga parasitaria (Shamsi & Barton, 2024). Combinando
estas praticas, com estratégias integradas para a detecdo e controlo de parasitas, ¢ essencial
estabelecer programas de monitorizagdo das populagdes de peixes, que incluam andlises
regulares para a detecdo de Kudoa spp. em diversas espécies, especialmente nas mais
consumidas. A implementacdo de métodos moleculares, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), pode aumentar a precisdo dos diagndsticos e permitir intervengdes mais
rdpidas em casos de surtos (Shamsi & Barton, 2024). Além disso, considera-se que a
aplicacdo de praticas rigorosas de inspecdo de pescado, particularmente no que se refere ao
peixe importado, poderd ser crucial. Para tal, seria desejavel que os Médicos Veterinarios
Oficiais recebessem formacao adequada para a identificacao dos sinais de infegao.

Dado que a satde dos peixes e a qualidade do pescado sdo preocupagdes para a

industria pesqueira, levanta-se a hipdtese de que os proprios produtores possam vir a adotar
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medidas proativas que contribuam para a sustentabilidade das suas atividades. Uma dessas
medidas poderia ser a solicitagdo voluntéria, por parte da entidade produtora, & Autoridade
Competente — ou seja, a Direcdo-Geral de Alimentagdao e Veterinaria (DGAV) — da
realizagdo de programas de monitorizacdo que incluam colheitas aleatorias periodicas para
analises laboratoriais. Como ndo existem relatos de infecdo por Kudoa, em consumidores
humanos na Europa, os relatorios da EFSA e do Centro Europeu de Prevengao e Controlo das
Doengas (ECDC), ainda, ndo consideram esta parasitose uma preocupacao relevante, para a
Satde Publica, ndo estando listada entre as zoonoses monitorizadas (EFSA, 2021).No entanto,
embora a sua relevancia em termos de Saude Publica na Europa seja considerada baixa, a
infecdo por Kudoa acarreta um impacto econdmico significativo, sobretudo devido a
degradacdo do tecido muscular e consequente desvalorizagdo comercial dos peixes afetados.
Estima-se que as perdas associadas a doencas parasitarias em aquacultura — nas quais se
incluem infe¢des por Kudoa spp. — ultrapassem os 500 milhdes de euros anuais na Europa,
afetando diretamente produtores, industrias de transformagdo e exportadores (FEAP, 2023;
Market Data Forecast, 2024). Nesse sentido, o seu controlo pelas autoridades veterinarias
podera contribuir, tanto para o apoio a industria pesqueira, como para a salvaguarda da Saude
Publica. Além disso, a colaboracdo entre as autoridades e os produtores, pode ser um passo
estratégico, importante, no controlo da disseminagdo destes parasitas microscopicos, pois
como apresentam uma quantidade muito grande de hospedeiros, e com as alteragdes
climaticas, podem vir a ser considerados uma preocupacdo na Satde Publica. Todas estas
acOes tornam as comunidades pesqueiras sustentaveis € economicamente viaveis.

Os resultados deste estudo ressaltam a importancia de conduzir pesquisas continuas e
interdisciplinares sobre Kudoa spp., destacando a complexidade das interagdes entre o
parasita, seus hospedeiros e as condi¢des ambientais. E essencial considerar como essas
dinamicas afetam a satde dos ecossistemas, a Satde Publica e a industria pesqueira.

Esta investigacdo oferece informagdes sobre a dinamica de Kudoa spp. nas
populagdes de peixes, no entanto, ¢ fundamental ter em mente as limitagcdes identificadas. A
amostra recolhida num tnico local, pode ndo refletir a diversidade das populagdes de peixes
em diferentes regides.Deste modo, futuras investigacoes devem abranger uma variedade
maior de amostras, provenientes de diferentes locais geograficos e épocas do ano, uma vez
que a ocorréncia e intensidade das infecdes parasitdrias pode variar sazonalmente,
influenciada por fatores ambientais como temperatura da dgua, disponibilidade de hospedeiros
intermediarios e alteracdes nos comportamentos migratorios dos peixes. Além disso, ¢ crucial

incluir um espectro mais amplo de espécies de peixes nos estudos, incluindo potenciais
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hospedeiros intermedidrios, que sdo essenciais para o ciclo de vida do parasita, e conduzindo

investigacdes continuas e regulares para monitorizar esta parasitose no espago € no tempo.
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V. Conclusao

A andlise morfométrica de Kudoa spp. oferece perspetivas valiosas, mas ¢
insuficiente para elucidar toda a complexidade das infegdes por este parasita. Para uma
compreensdo mais completa, ¢ essencial integrar a morfometria com analises moleculares e
investigar as dindmicas que afetam a satde dos peixes e a qualidade dos produtos pesqueiros.

A evidéncia disponivel, indica que Kudoa thyrsites ¢ a espécie mais provavel de
infetar os carapaus (7rachurus trachurus) analisados neste estudo, ressaltando a importancia
de implementar um controle mais eficaz, sobre as populacdes de peixes na industria pesqueira
e na aquicultura. Os resultados da prevaléncia de Kudoa spp. € o que a literatura correlata,
destacam preocupagdes criticas quanto a saude dos peixes e a Saude Publica. A infec¢ao
generalizada nos carapaus, com elevada carga parasitdria, evidencia os riscos associados a
degradacdo da qualidade do pescado. Ademais, existe a crescente preocupacdo com a
transmissdo de infe¢des alimentares em humanos, especialmente em regides costeiras, onde o
consumo de peixe cru ¢ comum. Embora, ainda, ndo existam relatos, de casos documentados,
de infe¢des em humanos na Europa, € a EFSA ndo as considere uma preocupacao imediata, os
riscos associados a Kudoa spp. nao devem ser subestimados. Em particular, espécies como
Kudoa septempunctata e Kudoa hexapunctata, que embora, ainda, ndo tenham sido relatadas
na Europa, sdo consideradas zoonoéticas e ampliam a importancia de monitorizar a situacao.
Além disso, as alteracdes climaticas podem influenciar a distribuicdo e a viruléncia dessas
espécies, criando um cendrio propenso a futuras contaminagdes, que representam ameagas a
Satde Publica. Na sequéncia da globalizacdo e do aumento das trocas comercias com paises
terceiros, nao pode ser descurada a hipdtese de importacdo de produtos da pesca infetados,
com espécies zoonodticas de Kudoa, de paises onde € frequente e a sua consequente introdugao
no mercado portugués.

E imperativo intensificar a investigacdo sobre a biologia, ecologia e sobre os ciclos
de vida dos parasitas do género Kudoa, bem como, as suas interacdes com hospedeiros, para
esclarecer as dinamicas de infecdo em diferentes espécies de peixes. Este conhecimento
contribuird para o desenvolvimento de estratégias de controle e tratamentos eficazes.

Portanto, uma abordagem holistica, que envolva monitorizagdo rigorosa, educagao
sobre Seguranca Alimentar e ado¢do de boas praticas de maneio, ¢ fundamental para mitigar
os riscos relacionados a Kudoa spp. e garantir a saide dos ecossistemas marinhos, a qualidade

dos produtos pesqueiros e a Seguranca Alimentar.
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Pesquisas futuras devem focar-se em esclarecer os mecanismos moleculares, que
sustentam a patogenicidade dos esporos de Kudoa spp. e desenvolver métodos de diagndstico

rapidos e economicamente viaveis.
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1-INTRODUGCAO 3 - RESULTADOS
1.1. Os parasitas mixozoarios do género Kudoa infetam uma de 3.1. e apés das ndo foram observadas alteragdes
peixes marinhos e de agua doce, tanto como de , com visiveis. foram observados mixosporos de Kudoa em todas as

O seu ciclo biolégico ainda ndo é totalmente conhecldo no entanto, sabe-se que envolve

amostras de carapau, no entanto ndo foram detetadas amostras positivas em cavala, ou seja, a
foi de 100% e 0%, respetivamente.

hospedeiros vertebrados, os peixes, e P como as ou
as oligoquetas (1). Os actinosporos podem ser pelos ver i
através do trato gastrointestinal, para os tecidos onde se e ori os
mixosporos (Figura 1).

1.2. A presencga de mixosporos de Kudoa no musculo dos peixes tem estado associada a perdas
econémicas na indlstria pesqueira, dado que a sua presenca acelera a mioliquefagdo post-
mortem, desvalorizando os produtos da pesca (2) . Para além do impacto econovmoo ainda podera
ser um risco para a Salde Publica, visto ser um agente

a casos de g apés o de pescado infetado cru (3).
Pretendeu-se com este lrabalho analisar de pescado, g em Peniche, para
detetar e mor os observados.

Hospedelro vertebrado
Os actinosporos infetam peixes.
penetrando através da pele ou Os mixosporos s3o libertados por
pela ingestio de vermes decomposiclo
marinhos anelideos 3p6s amorte dos pelxes

05 actinosporos s3o libertados / \
no amblente aquatico
kmmwu Mixosporo

porogonia < Gametogonia <- Esquizogonia
s esporos completam o seu ciclo \J

Os vermes anelideos ngerem
‘o5 mixosporos
presentes nos restos de
0 epitélio Intestinal dos vermes anelideos decomposico

Hospedeiro Invertebrado

lustrag8e:

Figura 1.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1. Foram recolhidas 25 amostras de carapau (Trachurus trachurus) e 25 de cavala (Scomber
colias) em margo de 2024 na lota de Peniche. Os peixes foram pesados e medidos (comprimento
furcal) e uma amostra de misculo e pele de aproximadamente 1g foi colhida da regido dorsal
anterior e outra da regido dorsal posterior de cada peixe (Figura 2). As amostras foram depois

para analise e
2.2. Depois da li; a visual e também com
recurso @ compressdo das amostras do tecido dos peixes enlre duas placas de petri, para de!ecao
de estruturas quisticas de Kudoa, através de ] a

homogeneizagdo de cada amostra, em tubo de ensaio com 4mi de soluqao de NaCl 0.9% e auxlllo
de uma vareta de vidro, seguido de filtragdo. Em seguida permitiu-se que o filtrado sedimentasse
por 30 minutos e foram transferidos 0,5ml do fundo do tubo, correspondentes ao sedimento da
amostra os de Kudoa para um novo tubo e acrescentou-se 1 ml de
etanol 70% para a sua fixag&o. Entre o processamento de cada amostra, realizaram-se lavagens de
material de corte de modo a p X

2.3. Os foram com uma camara de Neubauer. Seguindo-se a
analise morfolégica e morfométrica das células parasitarias (100 mixosporos medidos) ao
microscépio Optico (objetiva 100x), onde foram cinco
(Figura 4, Tabela 1).

Figura 2. Locallzagio anatémica dos locals de colheita de mdsculo e pele nas amostras de pelxe.
Adaptado de (5).
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Figura A1l - Poster cientifico apresentado na FMV-ULuso6fona.

3.2. A intensidade parasitaria média em carapau foi de 1,33x10%5 mixosporos/g com valores
minimo e maximo de 3,75x10"3 — 2,85x10"5, respetivamente. Os valores mais elevados foram
geralmente observados nas amostras de musculo anteriores (Figura 3).

3.3. Os mixosporos observados exibiam um elevado grau de homogeneidade morfolégica, com
uma forma subesférica, e valores médios do eixo maior de 5,3 um, eixo menor de 4,3 pym, altura
de 4,6 pum; ap quatro polares de com um
comprimento de 1,6 um e largura de 1,1 uym (Figura 4, Tabela 1).
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Tabela 1.

Figura 4. Vistas i i stas -
Escala fotografias = 5 micrémetros, ampliagéo 100x. lustragdes adaptadas de (8) e fotografias originais.

8. EM - Eixo maior do mixosporo; Em — Eixo menor do
Ce- Comprimento da cépsula

Tabela 1. Caracteristicas parasitérias das amostras anal
mixosporo; A~ Altura do mixosporo; Lc — Largura da céps
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4 - DISCUSSAO E CONCLUSAO
41.0 estudo a pl ca do io Kudoa, um parasita com potencial

zoonético, em produtos da pesca para humano, par em carapau onde a
sua prevaléncia foi de 100%, um peixe extremamente popular em Portugal. Apesar disso, 0%
das cavalas estavam parasitadas, mesmo tendo sido capturados na mesma regido maritima,
na mesma data. Isto podera estar relacionado com uma combinagdo de fatores ecolégicos,
que i a dos peixes & infegdo por este

e
parasita (7).

4.2. A presenga de Kudoa em p da pesca rep uma p
tanto em termos sam!érlos cumo econbémicos. Sabe-se que algumas espécies deste género
tém sido a em como nauseas,
vomitos e diarreia, quando o peixe infetado é lngendo cru (2,7,8). Além disso, a mioliquefagao
post-mortem em peixes com a sua
i e valor (9).

4.3. Desta forma, sublinha-se a congelagdo prévia como medida preventiva essencial quando
o peixe é consumido cru ou insuficientemente confecionado (3). Esta medida ¢é
particularmente relevante uma vez que os oficiais pi i apenas a

visual na detegdo de parasitas (visiveis), o que exclui os mixozoarios do género Kudoa.
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