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INTRODUCAO

A F. hepatica € o agente etiologico da Fasciolose humana
e animal, e tem a capacidade de parasitar diversas espécies
animais, principalmente herbivoros e omnivoros (ovinos,
bovinos, caprinos, etc.) onde pode ser encontrado no figado
e canais biliares, tendo também a capacidade, de
acidentalmente infetar o Homem. Em humanos esta
patologia deve ser sempre tida em conta em zonas

METODOLOGIA

Exemplar de F. hepatica encontrado no figado de um bovino no
matadouro de Pedrogao Grande e conservado em etanol a 70%.

Extracao de DNA efetuada através do método manual de fenol-
cloroférmio (Sambrook, 1989).
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endémicas, sendo que, o principal grupo de risco sao
criancas que vivem em zonas rurais e pantanosas (Soliman,
2008). Em animais € um dos principais responsaveis por
perdas econdmicas de exploracoes pecuarias (Costa, 2010).
Este parasita apresenta uma distribuicao cosmopolita sendo
mais frequente em regides pantanosas sujeitas a inundacoes
periodicas (Rey, 2002 e Neves, et al., 2007).

T

RESULTADOS
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Regiao ITS2 F. hepatica
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Amplificacao das regides ITS1 e ITS2 com os primers BD1/4S (Bowles &
McManus, 1993) e Dd58SF1/Dd28SR1 (Sharroks, 1994), respetlvam.e\mﬁ

ld\
\
Purificacao “QlAquick PCR purification kit” (Qiagen) e sequenciacao
(método de Sanger) dos produtos amplificados. \
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Analise filogenética das sequéncias obtidas atraves de softwaré
apropriado, culminando com a criacao de redes flloge;%ﬂw; pelo
programa SplitsTree4, usando distancias calculadas atraves do parametro
Kimura-2 no algoritmo Neighbor-Net. '\

fragmento de aproximadamente 400 pb da regiao ITS1.
Amostras: 1- F. hepatica; 2- F. hepatica (1:10); 3- F. hepatica
(1:100); 4- F. hepatica (1:1000) e 5- Controlo negativo.
M: marcador.

Resultados de PCR com “Primers” BD1/4S que amplificam um

) EF534991Fascioloidesmagna
Lugends (Contineats): GTUPD externo EF534990Fascioloidesmagna
i EF534838Fascioloidesmagna

F gfgrmtim“ F. hepatica

Rede filogenética da regiao ITS1 do exemplar de F.
hepatica, gerada com o programa “SplitsTree” usando
distancias de Kimura-2-Parameter em Neighbor-Net.

Resultados de PCR com “Primers” Dd58SF1/Dd28SR1 que
amplificam um fragmento de aproximadamente 600 pb da
regido ITS2. Amostras: 1- F. hepatica; 2- F. hepatica (1:10); 3-
F. hepatica (1:100); 4- F. hepatica (1:1000) e 5- Controlo
negativo. M: marcador.

Grupolexterno

Rede filogenética da regiao ITS2 do exemplar de F.
hepatica, gerada com o programa “SplitsTree” usando
distancias de Kimura-2-Parameter em Neighbor-Net.
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DISCUSSAO/CONCLUSAO

Com os primers utilizados conseguiu-se efetuar a amplificacao das
regioes alvo (ITS1 e ITS2), sendo que, a respetiva analise filogenética revelou
gue estas eram diferentes de todas as que estavam descritas na base de
dados do GenBank.

A regiao ITS1 do exemplar estudado esta mais proxima filogeneticamente
de amostras do continente asiatico (AJ628432, AJ628431, EF612469 e

EF612468), do continente africano (EF612467 e EF198867) e do contlnente
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americano (AJ243016), com um unico local polimodrfico de diferenca entre
as sequéncias referidas e a sequéncia estudada. A regiao ITS2 estava
proxima filogeneticamente de sequéncias descritas um pouco por todo o
mundo, apresentando 2 locais polimorficos em relacao as sequéncias
descritas na base de dados.

Este sera portanto um novo haplotipo de ITS1 e ITS2 para F. hepatica e a

primeira sequéncia obtida desta reglao para esta espécie em Portugal.
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