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Resumo

As doencas dos vitelos de leite e mortalidade neonatal tém uma importancia nao
negligencidvel entre as diversas causas de perdas econémicas na producdo de bovinos
de leite, sendo que as taxas de sobrevivéncia neonatal séo consideradas indicadores de
bem-estar animal.

Nesta dissertacdo ira abordar-se a problematica e o controlo/prevencdo das
diarreias neonatais, com incorporagdo de dois estudos. No primeiro estudo, o objetivo
foi avaliar a influéncia de diversos fatores no estado imunitério de 111 vitelos entre as
24 horas e os 7 dias de vida, através da medicdo das proteinas séricas como indicador da
transmissdo de imunidade passiva (TIP). Concluiu-se que 0 momento de administracéo
em conjugagdo com a quantidade de colostro fornecida foi o fator que influenciou o
nivel de proteinas séricas e, consequentemente, a TIP (p<0,001). No segundo estudo,
pretendeu-se, primeiramente, determinar a prevaléncia de isolamentos dos principais
agentes infeciosos presentes em vitelos com diarreia neonatal e numa segunda fase
estimar a associacdo entre a prevaléncia desta doenca e 0 modo e momento de
administracdo de colostro. Conclui-se entdo que o0 agente etioldgico mais
frequentemente isolado neste estudo foi 0 Rotavirus, sendo este virus detetado em 17
amostras (pa=60,7%) e, que o “momento de administragdo em conjugagdo com a
quantidade de colostro fornecida” e a “forma de administracdo de colostro”
influenciaram a concentracdo de proteinas séricas, na primeira semana de vida, e
consequente TIP (p <0.001 e p<0,01, respetivamente).

Os resultados obtidos realcam a necessidade de transmitir conhecimento e
especializar, gradualmente, a médo-de-obra com o intuito de implementar préticas de
maneio capazes de promover a salde neonatal na recria, de forma a contribuir para uma
reducdo de perdas econdmicas e rentabilizacdo méaxima nas exploracdes leiteiras.

Palavras-chave: doencas dos vitelos de leite, transmissdo de imunidade passiva, diarreias

neonatais, colostro.



Dairy calves diseases — risk factors

Abstract

Dairy calf’s diseases and neonatal mortality have a considerable importance among
the various causes of economic losses in dairy cattle production and neonatal survival
rates are considered animal welfare indicators.

In this thesis, neonatal calf diarrhea will be addressed regarding its impact in herd
health and the control/prevention the disease, with the inclusion of two studies. In the
first study the objective was to evaluate the influence of several factors on the immune
status of 111 calves aged between 24 hours and seven days, by measuring the serum
protein as indicator of passive immunity transmission (PIT). It was concluded that the
timing of administration in conjunction with the amount of colostrum provided was the
factor that influenced the level of serum proteins, and therefore the PIT (p <0.001). In
the second study, the first goal was to determine the prevalence of the main infectious
agents present in neonatal diarrhea in cattle and in a second stage to estimate the
association between this disease and inadequate administration of colostrum. So it was
concluded that the most prevalent agent in this study was Rotavirus (ap=60,7%) and
that the amount and timing of administration of colostrum and the form of
administration of colostrum influenced the concentration of serum proteins in the first
week of life, and consequent PIT (p <0.001 and p<0,01, respectively).

The results highlight the need to impart knowledge and gradually to specialize
manual labor on dairy farms, in order to implement management practices that promote
neonatal health in the growing heifers, thus contributing to a reduction of economic
losses and for maximum profitability in dairy farms.

Keywords: dairy calves diseases, transmission of passive immunity, neonatal diarrhea,

colostrum.
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| - INTRODUCAO

A suscetibilidade a infecGes, por parte de vitelos recém-nascidos, deve-se ao facto
do seu sistema imunitario ser imaturo e nao totalmente funcional, embora se afirme que
nesta fase ja se encontre completamente desenvolvido (Cortese, 2009). Outro fator que
o0s torna também mais vulneraveis é o facto de nascerem agamaglobulinémicos, devido
a estrutura sinepitéliocorial e cotiledonar da placenta das suas progenitoras (com base
nas suas caracteristicas anatomicas e histologicas, respetivamente) sendo fundamental a
administracdo do colostro nas primeiras horas de vida (Selim et al., 1995; Igwebuike,
2006; Radostits et al., 2007).

A definicdo de periodo perinatal varia consoante o estudo, mas geralmente refere-
se ao intervalo de tempo até as 48 horas p6s-parto e ao qual se antecedeu um periodo de
gestacdo de pelo menos 260 dias (Mee, 2004). E o mais critico na vida de todos 0s
animais e € geralmente neste periodo que ocorrem grande parte dos prejuizos ou perdas,
causadas por dificuldades no parto, acidoses metabdlica e respiratoria,
hipoglobulinémia, infecdes congeénitas e onfaloflebites (Mee, 2004).

O termo neonato é comummente utilizado para descrever vitelos até aos 28 dias de
idade, sendo que por sua vez o periodo neonatal estende-se a partir do terceiro dia pds-
parto até aproximadamente ao més de idade (Raboisson et al., 2012).

Atualmente, a morbilidade e mortalidade de vitelos sé&o pontos crescentes de
preocupacdo a nivel do bem-estar animal (Ortiz-Pelaez et al., 2008), visto que 0 seu
impacto negativo estende-se ndo s6 a perdas em torno do parto, como também na
produtividade, satde, reproducdo e economia futura das exploracdes leiteiras (Mee,
2008).

As doengas mais importantes nos vitelos leiteiros séo as diarreias e as infe¢des
respiratdrias, sendo que estas sdo as principais causas de morte (Svensson et al., 2006).
Outras doencas também podem ocorrer sendo elas: septicémia, artrite, onfaloflebites,
hérnias umbilicais, dermatofitoses, parasitismo (Virtala et al., 1996; Blowey & Weaver,
2003; Svensson et al., 2003; McGuirk, 2008).

Os agentes patogeénicos causadores de diarreia mais comuns sao: Escherichia coli
F5, Rotavirus, Coronavirus, Cryptosporidium spp e Salmonella spp (De la Fuente et al.,
1999, Foster & Smith, 2009). No entanto, existem outros agentes capazes de provocar

doenca, apresentando menor impacto, sendo eles: Virus da Diarreia Viral Bovina
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(BVDV), Giardia sp., Coccideas e Clostridium spp. (Van Metre et al., 2008; Cho et al.,
2013).

Por sua vez, a doenca respiratdria em vitelos, geralmente € iniciada por acéo virica,
sendo o Virus Respiratorio Sincicial Bovino (BRSV), o Coronavirus Bovino (BCV), o
Parainfluenza Virus tipo trés (PIV-3), o Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV), o
Adenovirus Bovino (BAV) e o Herpesvirus Bovino tipo |, os agentes virais mais
importantes (Autio et al., 2007).

Os objetivos deste trabalho foram:

1. Avaliar o estado imunitario de vitelos analisados e verificar se
ocorreu ou ndo transmisséo de imunidade passiva.

2. Avaliar o efeito do sexo dos vitelos, paridade das maes e
momento de administracdo em conjugacdo com a quantidade de colostro
fornecida na eficacia da transmissdo de imunidade passiva.

3. Determinar a frequéncia de identificacdo dos principais agentes
infeciosos responsaveis por diarreia neonatal em 15 exploracdes de bovinos
de leite situadas na regido Litoral norte de Portugal.

4. Avaliar a influéncia da adequada transmissdo de imunidade
passiva na ocorréncia de diarreias.

5. Avaliar o efeito do momento da realizacdo da ordenha do
colostro, forma de administracdo do colostro, a quantidade e 0 momento de
administracdo de colostro, existéncia ou auséncia de banco de colostro e a
forma de armazenamento do colostro na eficicia da transmissdo de

imunidade passiva.



Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA: DOENCAS
DOS VITELOS

1. Diarreia Neonatal

A diarreia € o resultado de um mecanismo responsavel pela combinacdo do
aumento do nimero de defecacdes, com o aumento de teor de agua presente nas fezes.
Pode ocorrer ndo s6 devido a leséo das células da mucosa intestinal, por acéo de toxinas
ou agentes infeciosos, como também devido ao aumento da motilidade intestinal ou ao
efeito osmético de uma sobrecarga nutricional (Bazeley, 2003).

Esta doenca, que pode ser evitada com boas praticas de maneio, € uma das
principais causas de morbilidade e mortalidade de vitelos nas primeiras semanas de
vida, provocando elevados prejuizos econdémicos devidos a custos de tratamento e
atrasos no crescimento. A etiologia desta doenca é multifatorial e resulta essencialmente
da interacdo entre o vitelo, 0 ambiente, a nutricdo e os agentes patogénicos envolvidos
(Scott et al., 2004).

1.1. Etiologia

Um amplo grupo de agentes pode estar envolvido neste complexo patoldgico,
sendo que alguns produzem diarreia, enquanto outros provocam envolvimento
sistémico. Dentro dos agentes etiol6gicos que poderdo causar esta afecdo, agrupam-se
os virus (Rotavirus, Coronavirus), as bactérias (E. coli, Clostridium spp, Salmonella
spp) e os protozoarios (Cryptosporidium spp., Giardia sp. e Coccideas) (Blowey &
Weaver, 2003; Van Metre et al., 2008; Constable, 2009; Singh et al., 2009).

A transmissdo de agentes patogénicos entre a vaca e o vitelo podera ocorrer através
do colostro ou leite contaminado, camas contaminadas, pela presenca de outros animais
no mesmo espaco, fomites ou até pelos tratadores de vitelos (McGuirk, 2008).

Atualmente, a Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), o Rotavirus, o
Coronavirus e o Cryptosporidium parvum, sdo descritos como 0s principais agentes
etiologicos responsaveis pelo aparecimento desta doenga neonatal. A idade de
ocorréncia de infecdo por parte destes agentes patogenicos em vitelos esta descrita na
tabela 1.
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Agente etioldgico Idade (dias)

ETEC <3
Coronavirus 521
Rotavirus 515
C. parvum 535

Tabela 1 - Periodo normal de infecdo dos vitelos dos principais agentes (adaptado de Radostits et
al., 2007)

1.1.1. Escherichia coli

A Escherichia coli, que pertence a familia Enterobacteriaceae, € classificada como
uma bactéria Gram-negativa, em forma de bacilo mdvel e ndo esporulado. Trata-se de
uma bactéria anaerodbia facultativa, sendo comensal da microbiota do trato intestinal de
animais e seres humanos (Mainil, 2013).

No entanto, algumas estirpes sdo agentes patogénicos importantes e causadores de
um largo espectro de doencas, que variam de autolimitante a doencas intestinais e
extraintestinais com risco de vida (Kaper et al., 2004). As infe¢Ges causadas por este
tipo de estirpes, alem de poderem limitar-se simplesmente a superficies de mucosas ou
localmente, provocando infecdo do trato urinario, meningite e também doenca
entérica/diarreia e mastite (Chen & Frankel, 2005; Royster & Wagner, 2015), também
podem disseminar-se sistemicamente.

As principais estirpes de E. coli, que causam diarreia em humanos, sdo: E. coli
Enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enteropatogénica (EPEC), E. coli Enteroinvasiva
(EIEC), E. coli Enteroagregativa (EAEC), E. coli de Adesdo Difusa (DEAC) e E. coli
Enterohemorragica (EHEC), na qual se inserem E. coli Necrotoxigénica (NTEC) e E.
coli Verotoxigénica (VTEC) (Sahl, 2013). Em vitelos ja foram registados casos de
diarreia provocada por ETEC, EPEC, NTEC e VTEC (Nagy & Fekete, 2005).

Sendo a ETEC a estirpe que geralmente causa mais transtornos intestinais em
animais de espécies pecudrias recém-nascidos (Chen & Frankel, 2005; Nagy & Fekete,
2005), é necessario um entendimento claro sobre a fisiopatologia e fatores de viruléncia
associados a este tipo de E. coli, para se poder estabelecer ndo sé um protocolo

terapéutico adequado, como também medidas especificas de prevengdo para esta afecéo.



1.1.1.1. Epidemiologia

Desde finais do século XIX que o papel da E.coli, como agente patogénico em
vitelos, tornou-se relevante para a comunidade cientifica mundial, sendo reportado em
diversos estudos (Jensen, 1903; Titze e Weichel, 1908; Christiansen, 1917; Carpenter e
Woods, 1924; Smith e Orcutt, 1925; citados por Kolenda et al., 2015). Estes focaram-se
em vitelos recém-nascidos (menos de 4 dias de idade) e dividiam a doenca em enterite
com ou sem septicémia (Kolenda et al., 2015).

A colibacilose ocorre com maior frequéncia em animais recém-nascidos de
espécies pecuarias, causando perdas econdémicas considerdveis. A sua ocorréncia
depende de diversos fatores, sendo que a exposi¢do do neonato a agentes infeciosos e a
sua habilidade de modular a infecdo sdo cruciais para que a doenca ndo progrida.
Portanto, 0 maneio do neonato tem uma influéncia significativa sobre estes dois fatores,
uma vez que o reconhecimento e corregdo desses riscos envolventes sdo a chave para a
prevencdo deste tipo de doenca, tanto a nivel a individual como a nivel de grupo
(Radostits et al., 2007).

Em bovinos de leite, quando os animais recém-nascidos estdo expostos a condi¢des
intensivas e de maneio débil, a morbilidade pode atingir os 75%, sendo que o valor
normal situa-se pelos 30%. Ja& quanto a mortalidade, dependendo dos niveis de
manifestacdes clinicas, as taxas variam entre 10-50% (Radostits et al., 2007).

A ETEC possui duas caracteristicas determinantes que a distinguem das outras
estirpes ndo-patogénicas, sendo estas: a capacidade de aderir a superficie da mucosa dos
enterdcitos e a capacidade de produzir enterotoxinas (Scott et al., 2004).

Este tipo de bactéria geralmente causa diarreia a vitelos entre o primeiro e o quarto
dia de vida, sendo que o seu periodo de incubacéo situa-se entre as 12 e as 18 horas, em
vitelos infetados experimentalmente (Scott et al., 2004). A infecdo ocorre usualmente
pela exposicdo oral a coliformes fecais logo apds o parto (Smith, 1965 citado por Foster
& Smith, 2009). Contudo, a infe¢do podera também ocorrer por aerossol ou mesmo até

por via umbilical (Radostits et al., 2007).

1.1.1.2. Fisiopatologia
Certos fatores tornam-se determinantes na fisiopatologia das diarreias neonatais
provocadas por ETEC, uma vez que séo responsaveis por conferir condi¢des para que a

bactéria se multiplique e seja capaz de causar doenca, sendo eles: exposi¢do e ingestao



do organismo; niveis de ph do abomaso dos neonatos situados entre 6 € 7 nos primeiros
dias de vida; expressdo do antigénio K99 que contribui para adesdo aos enterocitos e
colonizacdo do ileo. Por sua vez, outros fatores sdo responsaveis pela severidade da
doenca, tais como: a producdo da enterotoxina STa, responsavel por induzir a secrecdo
de liquidos e consequentemente um aumento do pH luminal e um movimento
retrogrado da bactéria até ao duodeno, aumentando gravemente a secrecdo de agua e
eletrolitos, provocando assim desidratacdo e diarreia (Foster & Smith, 2009).

Os lipopolisacarideos (LPS) fazem parte da parede celular destas bactérias, sendo
estas classificadas sorologicamente consoante os componentes dos LPS presentes, mais
propiamente os antigénios somaticos (antigenio O), antigénio flagelar (antigénio H) e
antigénio capsular (antigénio K), sendo este Ultimo o antigénio mais importante
(Fecteau et al., 2001).

Os fatores de viruléncia responsaveis pela patogénese desta bactéria sdo as
adesinas (fimbrias) e as enterotoxinas (Figura 1) (Nagy & Fekete, 2005).

Virulence Factors of Enterotoxigenic
E. Coli
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Colonization Factor
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Figura 1 - Fatores de viruléncia da E. coli enterotoxigénica (Adaptado de Johns Hopkins
Bloomberg School of Public Health, 2013)

Adesinas

Pelo menos 3 diferentes classes de adesinas de E. coli podem ser definidas:
adesinas fimbriais (Fimbrias, Pili), adesinas ndo-fimbriais ou afimbrias (Afa) e outras
proteinas membranares especificas (OMP) (Kaper et al., 2004). As fimbrias séo
apéndices filamentosos, de natureza proteica, que tém origem na camada mais externa
da parede celular das bactérias e que sdo responsaveis pela aglutinacdo dos eritrocitos

de diferentes espécies (Duguid et al., 1955 citado por Mainil, 2013). Possuem diversos
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pesos moleculares, variando entre 15 a 20 kDa, sendo compostas por subunidades
estruturais proteicas, denominadas “maior” e “menor”, que sdo reguladas por genes
estruturais e acessorios, respetivamente (Nagy & Fekete, 2005).

Primeiramente, estas estruturas receberam diferentes nomes mas atualmente séo
denominadas pela letra F seguida de ndmeros. Assim sendo, dentro das adesinas
fimbriais, podem distinguir-se as F1, F2 e F3, as quais s&o mais frequentemente
encontradas em humanos. No que concerne aos animais, F4 (K88), F5 (K99), F6
(987P), F17, FA1 e F18 sdo encontradas em leitdes e vitelos, sendo que a F5 é que mais
se encontra em vitelos (Nagy & Fekete, 2005). E no intestino delgado que se inicia a
colonizagdo por parte desta bactéria, uma vez que este antigénio (F5) é somente
expresso em ambientes com niveis de pH inferiores a 6,5 (Smith, 1962; Mylrea, 1968;
Francis et al., 1989; Foster & Smith, 2009).

Enterotoxinas

Estas estruturas, que podem ser produzidas por diferentes bactérias, sdo proteinas
extracelulares ou péptidos (exotoxinas) que atuam a nivel dos enterdcitos. Dentro do
grupo das enterotoxinas termo-labeis (LT) existem dois subtipos, que sao
antigenicamente e biologicamente diferentes mas estruturalmente semelhantes, sendo
elas a LTI e LTII. Estas dividem-se em duas subunidades, A e B. No que concerne as
enterotoxinas termo-estaveis (ST) sdo descritos dois subtipos, STa e STh. Ambos os
tipos de enterotoxina tém a particularidade de ndo causarem lesGes patoldgicas ou danos
a mucosa, causando somente alteragdes funcionais como hipersecrecdo de H,O, Na* e
CI e diminuicédo de absorcdo de fluidos (Nagy, Toth & Fekete, 2005).

A subunidade B da enterotoxina termo-labil facilita a entrada da subunidade A nos
enterocitos. Ai, a subunidade A ativa a enzima adenilato ciclase, localizada na
membrana basolateral que, por sua vez, aumenta a producéo intracelular de monofosfato
de adenosina ciclico (AMP ciclico). O aumento da produgdo de AMP ciclico diminui a
absorcdo do ido sodio (Na") por parte das células das vilosidades, reduzindo assim a
absorcdo de 4gua no limen intestinal. Ao mesmo tempo a secrecdo de ides cloreto (CI")
e, portanto, de agua (H:0), é estimulada, pelas células das criptas. A enterotoxina
termo-estavel ativa a guanilato ciclase, estimulando a sintese intracelular de
monofosfato de guanosina ciclico (GMP ciclico), o que provavelmente estimula a
secrecdo e reduz a absorcdo, embora ndo sejam conhecidos 0S mecanismos precisos
(Scott et al., 2004).



1.1.1.3. Sinais clinicos

Os sinais clinicos da doenca dependem de certos fatores como a viruléncia da
estirpe, a idade do animal e o seu estado imunitario, sendo que um surto causado por
ETEC é clinicamente detetado pela intensificagdo do quadro clinico de vitelos de
diferentes faixas etarias (Scott et al., 2004).

Inicialmente, observa-se uma diarreia profusa e pastosa, amarelada ou
esbranquicada (Imagem 1), podendo ser acompanhada por estrias de sangue e odor
fétido, que geralmente progride para diarreia aquosa severa. Este tipo de diarreia
rapidamente provoca uma intensa desidratacdo do vitelo, acidose metabdlica e choque,

em que por vezes a morte ocorre sem que haja evidéncia de diarreia (Wattiaux, 2001).

Imagem 1 - Vitelo com diarreia

Os vitelos afetados normalmente estdo fracos, apresentando a cauda, membros
posteriores e perineo sujos (Imagem 1). O reflexo de succdo é fraco ou até mesmo
inexistente, sendo que os vitelos mostram-se relutantes ao movimento e podem até
mesmo encontrar-se em decubito lateral (Imagem 2). Podem também apresentar o
abdémen distendido, devido ao sequestro de liquido no abomaso e intestinos. Quer
arritmia cardiaca, quer bradicardia sdo achados presentes no exame fisico e
acompanham os sinais sistémicos. A temperatura retal mantém-se normal nos estagios
iniciais, mas diminui conforme o agravamento do quadro clinico. A desidratacdo
normalmente é superior a 8%, verificando-se um aumento quer do hematdcrito, quer das

proteinas sericas totais (Van Metre et al., 2008).



Imagem 2 - Vitelo com sintomatologia clinica de colibacilose

1.1.1.4. Diagnéstico

O diagnostico de diarreia causada por ETEC pode ser sugerido pela idade dos
vitelos afetados, pelos sinais clinicos existentes, pela evolucdo da doenca e também
recorrendo a técnicas de diagnostico (Van Metre et al., 2008).

O diagndstico definitivo requer o isolamento de antigénios patogénicos F, mais
precisamente adesinas ou fimbrias, que sejam responsaveis por causar doenca em
vitelos, visto que s&o mais facilmente detetadas do que as enterotoxinas. Assim sendo,
podera chegar-se a um diagnostico usando testes in vitro, como ELISA ou teste de
aglutinacdo indireta, sendo que também a imunofluorescéncia podera detetar fimbrias in
vivo, nas fezes (Nagy & Fekete, 2005). As enterotoxinas podem ser detetadas através de
PCR (Van Metre et al., 2008).

Através de cultura nas fezes também é possivel confirmar diagnéstico, sendo
necessario recorrer a meios de cultura especiais, uma vez que a ETEC necessita de
certas condicOes para expressar as adesinas. Isto deve-se ao facto das fimbrias K99 e
F41 serem fracamente produzidas por bactérias in vitro, embora sejam prontamente
produzidas por bactérias que crescem no intestino. Uma vez expressas, podem ser
detetadas por recurso a anti-soros especificos em testes de aglutinacdo, hemaglutinacéo
ou ELISA (Scott et al., 2004).

Como diagnostico laboratorial rapido e permitindo que 0 mesmo seja realizado no
campo, foram desenvolvidos testes imunocromatograficos, que detetam a fimbria F5
(K99) da E.coli, nas fezes. Estes testes facilitam a detecéo na exploragédo da presenca de
ETEC, o que permite uma mais rapida implementacdo de medidas terapéuticas e
profilaticas.



Os dados relativos a sensibilidade e especificidade deste tipo de teste serdo
referidos no diagndstico laboratorial do segundo estudo do capitulo 11l — Trabalho

experimental.

1.1.2. Cryptosporidium spp

O Cryptosporidium spp é um protozoario gastrointestinal, de distribuicdo mundial,
geralmente encontrado em mamiferos, aves, répteis, peixes e bem como em humanos.
Classifica-se como eucariota no filo Apicomplexa e foi descoberto em 1907 numa
experiéncia efetuada com ratos de laboratorio, por Tyzzer (Fayer, 2004, Tzipori &
Ward, 2002).

Este parasita é responsavel por surtos de diarreia em vitelos e borregos, sendo
também um agente de zoonose, afetando humanos geralmente imunodeprimidos (HIV
positivos). A sua transmissdo ocorre de um hospedeiro para outro pela via fecal-oral,
através de fomites, &gua ou alimentos contaminados. A infe¢do ocorre quando o
hospedeiro ingere a forma infetante do ambiente, neste caso o oocisto esporulado (Scott
et al., 2004; Foster & Smith, 2009). Podera também ocorrer auto-infecdo, por
intermédio de oocistos de parede fina. O ciclo evolutivo envolve varios estagios, sendo

que a esporulagdo deste organismo ocorre no interior do hospedeiro (Figura 2).
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FIGURE 1.2 Diagrammatic representation of the life eyele of €. parvum. (Modified from Fayer, R., 1997, Cryplosporidium
and Cryptosperidiosis. CRC Press, Boca Raton, FIL.. With permission.)

Figura 2 - Ciclo de vida do Cryptosporidium spp (Adaptado de Fayer & Xiao, 2007)
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A criptosporidiose € uma causa importante de diarreia em diversas espécies
(Tabela 2), sendo que nos vitelos normalmente decorre no primeiro més de vida. Podera
ocorrer mortalidade em animais gravemente afetados, sendo mais comum uma diarreia
secretora auto-limitante responsavel por morbilidade e aumento de custos veterinarios e
produtivos. O Criptosporidium parvum, responsadvel por colonizar o intestino, o C.
muris e o C. andersoni, ambos com tropismo para o abomaso, podem ser isolados das
fezes e apenas sO a primeira destas trés espécies é capaz de provocar doenca em vitelos.
Em animais adultos pode ocorrer infecdo assintomatica, sendo a excre¢do mais
acentuada na altura do parto (Radostits et al., 2007; Trotz-Williams et al., 2007; Naylor,
2009).

No entanto, existem caracteristicas Unicas que distinguem este parasita de outras
coccidioses, sendo elas: falha na especificidade do hospedeiro e do 6rgdo que podera
afetar, resisténcia a antibidticos, capacidade de auto-infeccdo e a localizagdo exacta que
podera ocupar no interior da membrana da célula hospedeira (Tzipori & Ward, 2002).

Espécie Hospedeiro Tropismo

C. andersoni Bovinos Abomaso

C. baileyi Galinhas Bursa de Fabricius e Cloaca
C. felis Gato Intestino delgado

C. meleagridis Perl Intestino delgado

C. muris Rato Estbmago

C. nasorum Peixes Cloaca e Intestino delgado
C. parvum Rato Intestino delgado

C. saurophilum Répteis Estdmago e Intestino delgado
C. serpentis Répteis Cloaca

C. wrairi Porco-da-india Intestino delgado

Tabela 2 - Espécies validas de Cryptosporidium e respectivos hospedeiros principais, (Adaptado de
Fayer et al., 2000)

1.1.2.1. Epidemiologia

Estima-se que o Cryptosporidium seja detetado em fezes de 70% dos individuos
testados entre a primeira e a terceira semana de vida. A infecdo podera ser detetada
antes dos 5 dias de idade, sendo que o pico de excrecdo de oocistos encontra-se entre o
nono e o décimo quarto dia de vida. Apds serem infetados, o organismo dos vitelos

desenvolve resisténcia a reinfecdo e a excregdo de oocistos € menor e intermitente em
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animais adultos, contudo também se pode verificar taxas de excrecdo elevadas neste
grupo etério (Radostits et al., 2007).

Analises genéticas efetuadas a C. parvum isolados de humanos e bovinos
permitiram concluir que se podem distinguir dois genotipos deste parasita. O genotipo 1
é transmitido somente entre humanos e o genétipo 2 abrange um ramo maior de
hospedeiros, incluindo bovinos. Esta distincdo é importante para investigacdo de
potenciais casos zoonoticos de criptosporidiose, uma vez que se for isolado um gendtipo
2 de uma pessoa sugere que podera ser ter sido um bovino ou outro animal a possivel
fonte (Xiao, 1998 e 1999).

Os ruminantes parecem ser especialmente suscetiveis a infecdo, sendo que alguns
vitelos recém-nascidos retirados juntos das mées a nascenca e colocados em ambientes
“limpos” comegam a excretar oocistos apds 3 dias, 0 que sugere que S0 suscetiveis
mesmo quando expostos a uma dose infetante baixa ou mesmo transmissdo in Utero
(Fayer, 2004).

Os oocistos deste parasita, que apresentam forma oval ou eliptica com uma parede
formada por trés membranas e duas camadas quitinosas sdo altamente resistentes,
mantendo-se vidveis durante bastantes meses, principalmente em ambientes frios e
hamidos. Estd descrito que séo resistentes a maioria dos desinfetantes (exceto
amoniaco, formalina, peroxido de hidrogénio) mas sdo suscetiveis a dissecacdo e
temperaturas acima de 60°C. A excrecdo de oocistos inicia-se a0 mesmo tempo que o
aparecimento de diarreia e geralmente persiste alguns dias apds o cessar dos sinais
clinicos. Os oocistos sdo infetantes no interior do intestino, sendo que a autoinfeccdo
pode levar a doenca crénica (Radostits et al., 2007).

O periodo pré-patente, que se entende como intervalo de tempo entre a ingestdo da
forma infetante até a excrecdo de oocistos que determina o fim do ciclo de vida, tanto
pode ser completo em poucos dias (3 a 5 dias) como se pode estender num periodo
maior (2 semanas) (Fayer, 2004).

Foi experimentalmente comprovado que vitelos infetados com 10° oocistos podem
excretar 10° a 10" oocistos durante um periodo de 7 a 10 dias (Fayer, 2004). Alguns
estudos revelam que 100% das vacarias estdo infetadas com C. parvum (Xiao & Herd,
1994; O’Handley et al., 1999), tornando-se na maior fonte de contaminagdo ambiental,
uma vez que os vitelos podem excretar 10” oocistos por grama de fezes. A excrecdo de
oocistos em gado de carne é menos frequente que no gado aleitante (Foster & Smith,
2009).
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Em Portugal, estudos efetuados por Fonseca (2000) determinaram uma prevaléncia
global de criptosporidiose para o Alentejo e Ribatejo de 21,1% e 34%, respetivamente.
Foi também detetada uma prevaléncia mais alta desta doenca em vitelos mais novos
(com idades compreendidas entre oito e 15 dias - 41,7%), comparativamente com
vitelos mais velhos (com idades compreendidas entre os 16 e 24 dias - 47,2%) (Fonseca,
2000).

Infecbes mistas podem ocorrer, geralmente com E.coli, virus (rotavirus e
coronavirus), sendo as diarreias mais severas nestes casos (Radostits et al., 2007, Van
Metre et al., 2008).

1.1.2.2. Ciclo evolutivo

O ciclo de vida deste parasita é direto e monoxeno e inicia-se com a ingestdo de
oocistos esporulados, seguida pelo desenquistamento (resultante da acdo do &cido
gastrico e também de sais biliares) no trato gastrointestinal do hospedeiro, ocorrendo a
libertacdo 4 esporozoitos de cada oocisto. Uma vez libertados, 0s esporozoitos atingem
0 bordo luminal dos enterdcitos, mediante movimentos de contracdo-extensdo e
deslizamento (foto 1 da imagem 3). Ai, invaginam-se em forma de “dedo de luva”,
sendo englobados pela membrana da célula hospedeira, que encapsula o parasita no
interior de um vacuolo parasitéforo iniciando a fase de esquizogonia (foto 2 da imagem
3) (Mora, Bautista & Vasquez, 2002; Tzipori & Ward, 2002).

No decurso da esquizogonia, formam-se 8 ou 4 merozoitos dependendo de se
tratar uma esquizogonia de primeira ou segunda geracdo, respetivamente. Assim,
existem 2 tipos de esquizontes: o tipo | é o primeiro a aparecer no ciclo biolégico e tem
8 merozoitos (foto 3 da imagem 3) e o tipo Il que possui 4 merozoitos (foto 4 da
imagem 3). Dos merozoitos do tipo | podem resultar novas esquizogonias de primeira
geracdo ou formacdo de merontes do tipo I, a partir dos quais se desenvolvem 0s macro
(foto 6 da imagem 3) e microgamontes. A maioria dos merozoitos do tipo Il que entram
na célula vai formar microgamontes, que possuem 16 microgametas no seu interior
(foto 5 da imagem 3) (Mora, Bautista & Vasquez, 2002).

Da unido resultante dos microgamontes e macrogamontes, surge o zigoto (foto 7 da
imagem 3), sendo que a fertilizacdo ocorre apos a penetracdo dos microgametas, através

do vacuolo parasitoforo e da membrana do microgamonte. A formacédo da parede do
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oocisto acontece antes da esporulagdo. A esporogonia ocorre no interior do hospedeiro
(Mora, Bautista & Vasquez, 2002).

Deste processo, resultam oocistos de parede grossa (foto 8 da imagem 3), que séo
expelidos nas fezes e contaminam o ambiente e oocistos de parede fina, responsaveis
pela auto-infeccdo dos hospedeiros (Foster & Smith, 2009). Nestes Ultimos, a parede
relativamente fragil rompe-se logo apds a sua libertacdo da célula hospedeira e o0s
esporozoitos penetram as células epiteliais adjacentes, reiniciando-se assim o ciclo
enddgeno deste parasita (Mora, Bautista & Vasquez, 2002).

A forma infetante (oocisto) € excretada pelas fezes em grande nimero e sem que
seja necessario um periodo de maturagdo no exterior do hospedeiro, 0 que permite que

que a infecdo se espalhe rapidamente dentro de um grupo de animais préximos.

Verifica-se portanto um padrdo de infecdo semelhante ao existente no Rotavirus (Scott
etal., 2004).

iy g2 g * o N — it
Imagem 3 - Eletromicrografia de secc¢Bes intestinais infetadas experimentalmente com C. parvum:
estagios de desenvolvimento enddgeno do parasita (Adaptado de Tzipori & Ward, 2002)

1.1.2.3. Fisiopatologia

Os estadios intracelulares do parasita decorrem no interior do vactolo parasitéforo
que se forma no seu ciclo de vida, depois de alojados na regido das microvilosidades da

célula hospedeira. O Cryptosporidium ja no interior do hospedeiro aparece livre no

14



limen intestinal e invade o epitélio da porcdo distal do intestino delgado (fora do
citoplasma), onde tipicamente se concentra a infecdo, mas podera estender-se em
qualquer parte do trato gastrointestinal desde o abomaso ao cdlon (Foster & Smith,
2009). Liga-se as microvilosidades dos enterdcitos, localizando-se logo abaixo da
membrana celular e torna-se responsdvel pela destruicdo, atrofia e fusdo das
microvilosidades intestinais, destruicdo de enzimas da bordadura em escova e reducdo
da éarea superficial das vilosidades. Numa fase posterior, ocorrem alteracdes
inflamatdrias nas areas afetadas. A mucosa aparece congestionada, juntamente com 0s
enterocitos, que se tornam escamosos e cubdides. As criptas podem aparecer dilatadas e
preenchidas com células esfoliadas e neutrofilos. A lamina prépria aparece infiltrada
com células mononucleares inflamatdrias, neutréfilos e eosinéfilos (Scott et al., 2004).

A infecdo por C. parvum induz uma atrofia severa das vilosidades em diversas
espécies, incluindo nos vitelos, sendo que esse processo é causado pela perda de
enterdcitos maduros e subsequente retracdo das vilosidades para garantir a continuidade
da barreira epitelial e aumento de enterdcitos imaturos. A hiperplasia das criptas ocorre
com o intuito de substituir as células epiteliais destruidas, mas no entanto em infecdes
severas podera ocorrer quebra da barreira epitelial (Radostits et al., 2007; Foster &
Smith, 2009).

Apesar de serem reconhecidas as consequéncias da infe¢do, 0 mecanismo preciso
da perda celular permanece desconhecido, ndo se percebendo se € um efeito da acédo do
parasita ou se da resposta imunitaria do hospedeiro (ou combinacdo dos dois), na
tentativa de minimizar a infe¢do. No entanto, existem 2 potenciais modelos explicativos
para a perda celular epitelial, sendo que o primeiro sugere o efeito citotoxico do parasita
no tecido intestinal e o segundo refere que a apoptose é 0 mecanismo responsavel pela
perda celular (Foster & Smith, 2009).

A absorcdo é comprometida ndo sO6 devido a perda de enterdécitos e 0s seus
transportadores associados, como também da diminuicdo de area superficial total
absorvente. Assim sendo, a acdo deste parasita provoca uma diarreia por malabsor¢édo
nos hospedeiros. A atividade de lactase na mucosa estd marcadamente deprimida e a
habilidade para digerir e absorver alimento esta reduzida (Scott et al., 2004). A absorcao
de sodio e 4gua pode ainda assim ocorrer nas criptas, quando ligados a glicose ou outros
aminoacidos neutros (glutamina), o que se deve ter em conta aquando se pretende
realizar rehidratacdo oral. Contudo, a absor¢do total de carbohidratos, lipidos e

aminoacidos permanece reduzida (Foster & Smith, 2009).
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1.1.2.4. Sinais clinicos

Este parasita tem maior impacto em individuos jovens, onde a imunidade ndo se
encontra totalmente desenvolvida. N&o existem sinais patognomoénicos que permitam
distinguir a infe¢do por Cryptosporidium de outro tipo de infegdes causadas por agentes
enteropatogénicos bacterianos e virais (Van Metre et al., 2008).

Ap0s infecdo, os sinais clinicos podem durar entre 4 a 17 dias, sendo que 0 pico
dos sintomas ocorre entre o terceiro e o quarto dia. Estes podem variar de leve a graves,
sendo eles: dor abdominal, tenesmo, depressdo, desidratacdo e anorexia. Normalmente
sdo acompanhados por uma diarreia profusa e aquosa, de cor amarela/esverdeada que
podera conter sangue (hematoquésia) e muco (Scott et al., 2004). Esta diarreia por
malabsor¢do pode variar de leve a severa com risco de vida para o hospedeiro,
dependente da carga infeciosa e presenca de outros agentes patogénicos. (Foster &
Smith, 2009).

A morbilidade é geralmente alta e a mortalidade é baixa, no entanto alguns surtos
poderdo ser associados com mortalidade elevada, dependendo do estado imunitario, do

maneio existente e das condi¢cdes ambientais (Scott et al., 2004).

1.1.2.5. Diagnostico

A criptosporidiose pode ser diagnosticada por diversas formas, sendo umas mais
simples e outras mais complexas. Para determinar a presenca de Cryptosporidium,
podem realizar-se a analise de fezes ou 0 exame p6s-morte da mucosa intestinal. Em
ambos 0s casos, o0 diagnostico é feito por observagdo de oocistos no microscopio 6tico.

A detecdo de oocistos em amostras de fezes consiste num dos meios de diagndstico
mais usais desta doenca, tendo em conta que animais clinicamente afetados excretam
oocistos em abundancia, tornando facil o diagnostico (Tzipori & Ward, 2002). Através
do microscépio otico é possivel identificar oocistos deste parasita nas fezes, mas torna-
se praticamente impossivel determinar a que sub-espécie pertencem. E um método
rapido, barato e se o numero de oocistos for elevado é facil chegar ao diagndstico.
Podera recorrer-se a técnicas de centrifugacdo, sedimentacédo e flutuacdo, com o intuito
de aumentar a concentracdo de oocistos e garantir uma maior sensibilidade dos
esfregacos efetuados (Scott et al., 2004; Wyatt et al., 2010).

O uso de coloracdes diferenciais tem sido Util para identificar oocistos ao

microscopio o6tico. Inicialmente recorria-se a coloragdes Giemsa e Gram, mas devido a
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pouca diferenciacdo com os materiais de fundo cairam em desuso, surgindo outros
corantes mais eficazes, como por exemplo a conjugacao de azul de metileno com boérax
ou safranina. A técnica de Ziehl Neelsen modificada e a microscopia de fluorescéncia
também sdo amplamente utilizadas como forma de diagnéstico (Wyatt et al., 2010).

O diagnostico da infegdo por Cryptosporidium pode também ser efetuado por meio
da observacdo histoldgica das formas de desenvolvimento intracelular, em material de
necropsia ou bidpsias de tecido intestinal. No entanto, raramente se efetuam devido a
necessidade de amostras frescas de necrdpsia e a baixa mortalidade verificada. Por via
histolégica, amostras de jejuno, ileo e colon podem ser fixadas em formalina a 10%
(Scott et al., 2004; Radostits et al., 2007).

Atualmente, existe também a possibilidade de identificar C. parvum em animais
com diarreia, recorrendo-se a testes de imunocromatografia de fluxo. Foram
desenvolvidos entdo kits que permitem identificar este agente etioldgico de forma
répida e no campo.

Os dados relativos a sensibilidade e especificidade deste tipo de teste serdo
referidos no diagnostico laboratorial do segundo estudo do capitulo 1l1 — Trabalho

experimental.

1.1.3. Rotavirus

A designacdo Rotavirus provém do latim rota (que significa roda) dada a
morfologia caracteristica que o seu virido apresenta (Estes & Greenberg, 2013).

Embora, os Rotavirus humanos tenham sido descobertos em 1973, vérios virus
animais foram descobertos na década anterior. Concluiu-se anos mais tarde que se
tratariam de Rotavirus animais, com base na morfologia caracteristica exibida e pela
partilha de antigeno de grupo semelhante ao dos Rotavirus humanos (Estes &
Greenberg, 2013). Estes virus sdo responsaveis por causar diarreia em vitelos, borregos,
leitbes, poldros e criancas, sendo que as espécies sdo morfologicamente indistinguiveis
entre si (Radostits et al., 2007).

Sdo membros da familia Reoviridae e apresentam uma forma icosaédrica e sem
envelope. O seu genoma possui 11 segmentos de RNA de cadeia dupla, rodeado por
uma capside de camada tripla composta por uma camada externa, uma camada
intermédia, e uma camada de nucleo interna. Esta estrutura confere resisténcia perante

enzimas proteoliticas e a maior parte dos desinfetantes. O genoma viral codifica 6
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proteinas estruturais (VP1-4, VP6, VP7) e 6 proteinas ndo estruturais (NSP1-NSP2)
(Figura 3), sendo que a proteina viral mais abundante é a VVP6. Esta proteina encontra-se

na camada média de proteinas e a VP4 e VP7 na camada externa (Chen et al., 2012).

viral dsRNAs
with coding
assignments

A

Figura 3 - Estrutura do rotavirus (Adaptado de Korsman et al., 2014)

Os Rotavirus dividem-se em serogrupos, conforme 0s antigénios que possuem.
Existem 7 serogrupos, nos quais a sua divisdo é feita de A a G e em que a VP6 é um
importante antigénico determinante enquanto responsavel por essa mesma divisdo
(Chen et al., 2012). Por sua vez, 0s serogrupos sao também divididos em dois serotipos,
consoante a especificidade da proteina estrutural da camada externa. A proteina VP7 é
uma glicoproteina, sendo que o0s serotipos determinados por esta proteina sdo
denominados por "serotipos G". Assim, a VP4 é uma proteina clivada por protease
(tripsina) e 0s seus serotipos sdo denominados "serotipos P” (Radostits et al., 2007;
Chen et al., 2012; Estes & Greenberg, 2013). Estas proteinas tém particular relevancia
para a epidemiologia da doenca e eficacia na producdo de vacinas (Velasquez et al.,
2014).

Quase todos os Rotavirus bovinos compartilham um antigénio comum e foram
inseridos no serogrupo A (Scott et al.,, 2004). O Rotavirus do grupo A é o mais

frequentemente detetado como causa de diarreia quer em animais de producdo quer em
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humanos, o do grupo B ja foi isolado em bovinos adultos com diarreia (Radostits et al.,
2007).

Este virus além de possuir determinadas caracteristicas referidas anteriormente,
evidencia outras, sendo elas: necessidade de calcio para manter a integridade da capside
externa, existéncia de polimerase RNA dependente de RNA e outras enzimas capazes
de produzir transcritos de RNA, capacidade de rearranjo genético por parte de Rotavirus
do mesmo grupo e exibicdo de via Gnica morfogenética, isto €, os virides formam-se por
gemulacdo no reticulo endoplasmatico durante a morfogénese (Estes & Greenberg,
2013).

1.1.3.1. Epidemiologia

O Rotavirus ¢ um agente ubiquitario em ambientes de animais, sendo que
inquéritos seroldgicos indicam que 50 a 100% de gado bovino, ovino, suino e equino
adulto possui anticorpos para este virus (Radostits et al., 2007). E um dos principais
agentes etioldgicos de diarreias neonatais bovinas, constituindo um problema mais
significativo em vitelos de carne, devido ao maior risco de contaminagéo cruzada entre
vitelos, sazonalidade dos partos e restricdes financeiras que levam a menores consumos
nutricionais durante o final da gestacdo (Scott et al., 2004).

Os vitelos mais velhos e 0s bovinos adultos podem ser portadores assintomaticos
do virus, excretando intermitentemente o virus nas fezes, estimando-se que 20% de
vitelos saudaveis poderdo excretar o virus. Muitas infec¢des sdo subclinicas e ndo sdo
detetadas especificamente, com implementacdo de tratamento sintomatico, ou seja, a
rehidratacdo e correcdo dos desequilibrios eletroliticos, poderdo evoluir para diarreia
severa e provocar morte (Scott et al., 2004; Radostits et al., 2007).

A prevaléncia de infecdo com Rotavirus do grupo A € alta, sendo bastante superior
a registada para o grupo B. E comum, para o grupo A, observarem-se prevaléncias de
30% em vitelos normais e de 40% em animais que apresentam sintomatologia clinica
(Radostits et al., 2007).

Os neonatos (<14 dias de vida) ttm um maior risco de contrair infecdo. A
prevaléncia de infecdo em explorages leiteiras portadoras de Rotavirus normalmente é
alta, coincidindo com uma morbilidade também alta e uma mortalidade variavel (Van
Metre et al., 2008).
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A transmissdo da-se por via feco-oral, sendo o animal adulto a primeira fonte de
infecdo para o neonato. Devido ao facto deste virus ser muito estavel no ambiente e ser
eliminado em grandes quantidades nas fezes (fezes infetadas podem conter 10%°
particulas virais por grama de fezes), torna-se num agente bastante contagioso
(Radostits et al., 2007; Estes & Greenberg, 2013). Podem também ser disseminados por
via aérea, uma vez que sobrevivem bem em estado de aerossol e em niveis médios de
humidade relativa (Radostits et al., 2007).

O periodo de incubacao pode variar entre as 15 horas e os 5 dias e € seguido de
excrecdo que comeca na segunda semana de idade. O pico de incidéncia de diarreia
ocorre entre 0 décimo e o décimo quarto dia de vida (Scott et al., 2004). Uma
caracteristica epidemiologica importante consiste no facto de que a protecdo contra a
doenca depender da presenca de anticorpos colostrais especificos no limen intestinal. A
protecdo em vitelos com elevados titulos de anticorpos neutralizantes maternais deve-se

a imunidade colostral e a imunidade local a nivel do intestino (Radostits et al., 2007).

1.1.3.2. Replicacao

In vivo, este virus apresenta tropismo para as células das vilosidades intestinais, de
enterécitos diferenciados do intestino delgado, o que sugere que estas células
apresentam recetores especificos para a adesdo e entrada nas mesmas. Apds ocorrer
replicacdo no intestino delgado, as particulas infeciosas sdo libertadas no lumen
intestinal e a sua replicacdo continua ao longo da area distal do intestino delgado (Estes
& Greenberg, 2013).

A entrada do virus ocorre quase exclusivamente através da membrana apical
devido a presenca de &cido sialico terminal nessa area, apesar de algumas estirpes
recorrerem a membrana basolateral e também a apical simultaneamente (Estes &
Greenberg, 2013).

A replicacdo nos enterdcitos altera a funcdo destas células, observando-se
alteragBes drasticas na permeabilidade da membrana plasmaéticas das células infetadas e
lise celular, que originam libertacdo de células e de proteinas virais. VP4 tem um papel
ativo, visto que interage com actina e lipidos e pode remodelar microfilamentos, sendo
isto sugerido como mecanismo de destabilizacdo da membrana da bordadura em escova

de células epiteliais polarizadas, permitindo assim a saida do Rotavirus das células. O

20



virus é libertado apicalmente a partir dos enterdcitos polarizados por uma vesicula sem

efeitos citopaticos extensos ou por lise celular (Estes & Greenberg, 2013).

1.1.3.3. Fisiopatologia

Este agente etioldgico afeta preferencialmente enterdcitos maduros, causando uma
atrofia parcial das vilosidades que recuperam por maturacdo rapida de células
indiferenciadas das criptas, facto que contribui para a cura da lesdo (Radostits et al.,
2007).

A infecdo dos enterocitos ocorre através de recetores especificos, com replicacéo
viral no seu interior, mais concretamente nos reticulos endoplasmaticos de citoplasma,
levando a morte dos enterdcitos e substituicdo subsequente destas células colunares por
células imaturas e cuboides provenientes das criptas (Van Metre et al., 2008; Foster &
Smith, 2009). Apesar destas novas células serem mais resistentes a infegcdo, néo
apresentam capacidade de realizar a sua fungdo digestiva e absortiva normal devido a
deficiéncia de dissacaridases e de atividade da bomba sodio-potassio (Van Metre et al.,
2008).

A patogénese da infecdo por Rotavirus é multifatorial, sendo que o despoletar da
doenca depende de fatores relacionados quer com o hospedeiro, quer com 0 Virus.
Como por exemplo, a idade do individuo aquando a inoculacdo viral pode aligeirar ou
intensificar os sintomas. A diarreia induzida por rotavirus tem sido atribuida a varios
mecanismos, sendo eles: ma-absorcdo devido a destrui¢do de enterdcitos ou perturbacéo
das funcdes de absorcao dos enterdcitos das vilosidades, isquémia das vilosidades, uma
proteina ndo estrutural do virus que age como enterotoxina (NSP4) (Estes & Greenberg,
2013).

As alteracBes morfoldgicas e funcionais no intestino levam a ma-digestdo e
malabsor¢do, que consequentemente contribuem para diarreia, desidratacdo, acidose e
perda de eletrélitos. As lesGes aparecem nas primeiras 24 horas pés-infecdo, com
exfoliacdo das células infetadas. A regeneragdo celular geralmente ocorre em 4-6 dias
apos o aparecimento da diarreia e as vilosidades retornam ao normal 7 dias apos o
recuperar da diarreia. Contudo, os vitelos em convalescenca podem precisar de 10-21
dias para recuperarem totalmente a taxa de crescimento normal (Radostits et al., 2007).

Devido a perda de area superficial no interior do intestino ocorre malabsorcéo de

glicose e carbohidratos, h& também um aumento de pressdo osmotica e
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consequentemente afluxo de liquidos para o interior do lumen. Além disso, a secre¢do
de fluidos a partir das criptas aumenta também a quantidade de fluido no interior do
limen intestinal, notando-se uma incapacidade de absor¢éo por parte das vilosidades, o
que contribui também para o aparecimento de diarreia.

No entanto, em vitelos infetados por rotavirus, a severidade dos sinais clinicos nao
¢ acompanhada por alteracbes histoldgicos correspondentes nas vilosidades,
suspeitando-se que outro mecanismo pode ser também responsavel pela inducdo da
diarreia (Foster & Smith, 2009).

Na década de 90, a proteina NSP4, além de ter sido a primeira enterotoxina viral a
ser descoberta, foi também demonstrada como sendo crucial na patogénese desta
afecdo. Através de estudos, concluiu-se que esta glicoproteina é capaz de induzir uma
diarreia dose e idade-dependente, clinicamente semelhante a causada por Rotavirus. A
confirmacéo de que a NSP4 seria libertada de células infetadas por Rotavirus e teria um
efeito paracrino nas células ndo infetadas adjacentes foi efetuada quer in vitro, quer in
vivo (Foster & Smith, 2009; Estes & Greenberg, 2013).

A exposicao intra e extracelular a esta proteina altera 0 movimento de nutrientes e
agua através do epitélio. O aumento de niveis de célcio no espaco intracelular inibe a
translocacdo de dissacaridases das vesiculas intracelulares para a superficie luminal,
diminuindo a capacidade de digestdo de carbohidratos e levando a ma digestdo e
exacerbacdo da diarreia. A NSP4 também podera estar implicada na secrecdo de cloreto
através do aumento de célcio intracelular, mas essa secrecdo ganha mais forca pelo
mecanismo de ativagdo do sistema nervoso entérico. O mecanismo por si s6 ainda ndo
se encontra totalmente explicado, mas as prostaglandinas e outros mediadores
inflamatdrios podem desempenhar um papel ativo nessa secrecdo (Foster & Smith,
2009).

A existéncia de infecfes mistas com E. coli enterotoxigénica resultam em lesdes
mais severas, podendo neste caso ndo s infetar mais gravemente o intestino delgado,

como também afetar o c6lon (Radostits et al., 2007).

1.1.3.4. Sinais clinicos

A intensidade das manifestacdes clinicas desta patologia e a mortalidade em vitelos
dependem de diversos fatores, sendo eles: estirpe envolvida, resisténcia do individuo

infetado (resisténcia ndo especifica, protecdo do colostro), dose infetante, infecGes
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concomitantes do trato gastrointestinal e outros sistemas, stress e condi¢fes de
estabulacdo (Van Metre et al., 2008).

Como acontece com a maioria dos agentes patogénicos entéricos, quanto mais
jovem for individuo afetado, maior a probabilidade de aparecimento de sinais clinicos
graves devido as perdas de &gua, eletrolitos e reservas de nutrientes do corpo
secundarias a diarreia. Os sinais clinicos de depressdo, desidratacdo e choque sdo mais
comuns em vitelos mais novos (5 dias de idade) e raramente ocorrem em vitelos mais
velhos (2 semanas de idade) (Van Metre et al., 2008).

Os vitelos infetados podem apresentar doenca inaparente, leve, moderada ou até
mesmo fatal. Inicialmente, os vitelos apresentam-se prostrados e com reflexo de sucgéo
diminuido. Assim sendo em vacas de carne, 0 Ubere das maes torna-se distendido por
acumulacao de leite e pode ser a primeira indicacdo de gque o vitelo se encontra doente
(Scott et al., 2004).

As fezes diarreicas apresentam tom amarelo-pélido ou branco, podendo conter
muco. Em casos mais graves, a desidratacdo e a acidose metabdlica podem tornar-se
fatais. Os vitelos podem apresentar distensdao abdominal do quadrante inferior direito
devido ao sequestro de fluidos ao nivel do intestino delgado. A excre¢do de grande
quantidade de fezes parecidas com iogurte sdo tipicas das infe¢des por Rotavirus, que
podera dever-se a passagem de leite parcialmente digerido ou por digerir. A ocorréncia

de febre pode variar, sendo geralmente leve (<39.5°C) (Scott et al., 2004).

1.1.3.5. Diagnostico

N&do existem sinais patognomdnicos desta afecdo em vitelos que permitam
diferencid-la da diarreia causada por outros agentes patogénicos, sendo necessario
portanto a realizacdo de diagndstico laboratorial para identificar este agente etioldgico.

O diagnostico pode ser efetuado através da identificacdo de particulas virais nas
fezes de vitelos afetados, sendo que estas devem ser frescas e colhidas nas primeiras 24
horas em que se manifesta a doenca e a diarreia (Van Metre et al., 2008). O isolamento
de particulas viricas das fezes ndo determina por si s6 o diagndstico desta afe¢do, uma
vez que podem ser identificados niveis de excrecdo viral consideraveis em vitelos
saudaveis e assintométicos. Assim sendo, podera ser necessario a comparacéo de fezes
de vitelos saudaveis com fezes de vitelos doentes, para precisar a etiologia da doenca

(Scott et al., 2004). As fezes submetidas a exame laboratorial podem ser analisadas ao
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microscopio eletronico para observacdo direta de particulas virais ou poderdo ser
testadas recorrendo a outras técnicas, como a aglutinagdo em latex ou ELISA para
detetar a presenca de antigénios e a técnicas de imunofluorescéncia em analises de
tecidos recolhidos em necrépsia (Van Metre et al., 2008).

Atualmente, o teste de ELISA tem sido o método mais usado para a detecdo de
Rotavirus ndo sé devido a sua elevada sensibilidade, como também pelo facto de néo
requerer equipamento especializado, ser relativamente barato e estar disponivel
comercialmente em formatos validados. Por sua vez, a eletroforese em gel de
poliacrilamida também se tornou igualmente satisfatoria. As técnicas de RT-PCR
também poderdo ser usadas como meio de obter o diagnostico desta afecdo,
apresentando sensibilidade e especificidade elevadas e ainda a vantagem adicional de
ser capaz de determinar genoétipos, em contraste com a técnica de ELISA (Estes &
Greenberg, 2013).

Existe também a possibilidade de identificar rotavirus em animais com diarreia,
tendo sido desenvolvidos testes de imunocromatografia de fluxo, que permitem
identificar este agente etiologico de forma rapida e no campo.

Os dados relativos a sensibilidade e especificidade deste tipo de teste serdo
referidos no diagndstico laboratorial do segundo estudo do capitulo 11l — Trabalho

experimental.

1.1.4. Coronavirus

Os coronavirus (CoV) sdo um amplo grupo de agentes etioldégicos em animais e
humanos, apresentando tropismo para o trato respiratorio, digestivo (intestino e figado)
e também para o sistema neurologico por vezes. O primeiro coronavirus foi isolado de
embrides de galinha, em 1937 (Wang et al., 2015).

Este virus pertence a subfamilia Coronavirinae, inserindo-se na ordem Nidovirales.
Trata-se de um virido com forma pleomdrfica e esférica, sendo o seu genoma
constituido por uma cadeia simples de RNA, ndo segmentado e com envelope (Figura
4) (Yang & Leibowitz, 2015). Peplomeros, estruturas proeminentes geralmente
constituidas por glicoproteinas e lipidios, projetam-se da superficie do envelope viral

conferindo um aspeto de coroa, dai a designagédo de Coronavirus (Scott et al., 2004).
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Figura 4 - Estrutura do coronavirus (Adaptado de Korsman et al., 2014)

Dentro dos coronavirus que podem afetar animais, existe uma divisdo em 3 grupos
antigénicos, que € determinada pelo hospedeiro que podera infetar e por propriedades
do virus. O coronavirus bovino (BCoV) insere-se no grupo 2, sendo que o que o difere
dos outros CoV ¢ a presenca de hemaglutinina-esterase no seu envelope (Boileau &
Kapil, 2010).

Existindo apenas um serétipo de coronavirus bovino (BCoV), este é um dos
agentes habitualmente implicado nas diarreias em vitelos quer de leite quer de carne,
sendo tdo prevalente como o Rotavirus e fazendo-se notar especialmente em infecdes
mistas (Van Metre et al., 2008). Esta descrito que este virus é responsavel por causar
doenca respiratéria (Complexo Respiratério Bovino) e diarreia ndo sé em vitelos como
também bovinos adultos. Além disso, também é agente de disenteria de inverno em
gado bovino adulto (Boileau & Kapil, 2010).

A severidade da doenca depende de diversos fatores, sendo eles: a idade do
individuo afetado, o seu estado imunitéario, a dose infetante e a viruléncia da estirpe
envolvida (Boileau & Kapil, 2010).

1.1.4.1. Epidemiologia

Trata-se de um virus ubiquitario e quase todos os bovinos adultos s&o

seropositivos, pelo que a sua facil disseminacdo contribui para perdas economicas
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significativas quer em exploracdes leiteiras, quer em exploracdes de engorda (Radostits
et al., 2007).

A transmissdo ocorre normalmente por via feco-oral, podendo também ocorrer
através de aerossois (inalacdo de particulas virais), uma vez que 0 Virus consegue
replicar-se no trato respiratorio superior (Radostits et al., 2007). O periodo de incubagao
é de 20 a 30 horas (Scott et al., 2004).

Os picos de doenca sdo mais marcados no Inverno, o que pode sugerir que este
virus é mais resistente em meios frios e himidos e quando sujeito a baixa radiacéo solar
(Radostits et al., 2007).

Normalmente, a doenga manifesta-se entre os 5 e 30 dias de vida, sendo que o0s
sinais clinicos podem aparecer entre as primeiras 24 horas de vida (no caso de vitelos
que foram privados do colostro) e aos 5 meses de vida. Caracteriza-se também por
causar morbilidade elevada, mas mortalidade moderada (Boileau & Kapil, 2010).

Os vitelos infetados podem excretar uma grande quantidade de virus (1 bilido de
particulas virais por mL de fezes), sendo que vitelos clinicamente recuperados podem
continuar a excretar, em niveis mais baixos durante semanas (Boileau & Kapil, 2010).
Verificam-se taxas de isolamento do virus entre 8-69% e 0-24% em vitelos com diarreia
e vitelos saudaveis, respetivamente (Radostits et al., 2007).

O pico de excrecdo em animais adultos geralmente ocorre nos meses de Inverno e
na altura do parto, sendo que a vacinacdo das méaes no periodo seco diminui essa
excrecdo. Os vitelos nascidos de maes portadoras estdo em risco elevado de contrair
doenca devido a contaminacédo fecal do perineo, Ubere e do local do parto (Boileau &
Kapil, 2010). Estima-se que o BCoV seja eliminado por mais 70% de individuos
adultos, com presenca de anticorpos especificos no seu soro e nas suas fezes (Radostits
et al., 2007).

1.1.4.2. Replicacéo

Pelo facto de possuir envelope, a penetracdo do BCoV nas células depende que
ocorram determinados processos, que sdo mediados pela proteina S. A ligacdo a
superficie da célula-alvo ocorre por adesdo por parte das particulas virais aos recetores
dessas mesmas células ou por endocitose (Millet & Whittaker, 2014; Yang &

Leibowitz, 2015). A fusdo do envelope com a membrana celular origina libertacdo de
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genoma viral (RNA) no citoplasma das células alvo, permitindo assim que a replicacéo
viral ocorra (Millet & Whittaker, 2014).

A replicacdo ocorre atraves da producdo de genomas completos e intermediarios
subgendmicos de cadeia negativa, pouco depois da entrada e fusdo do envelope viral. A
translacdo de mRNA’s subgendmicos dd origem a proteinas virais estruturais € nao
estruturais. O genoma RNA replicado é encapsulado e transformado em novos virides
(Yang & Leibowitz, 2015).

A sintese de particulas virais da-se no citoplasma por gemulacéo, transformando-se
em vesiculas de parede dupla no reticulo endoplasmatico rugoso. Apds a gemulacéo,
essas mesmas particulas virais acumulam-se no complexo de Golgi, onde maturam. Por
fim, atravessam o complexo de Golgi e sdo transportadas em vesiculas exociticas, que
eventualmente se fundem com a membrana plasmatica, para libertar virus no espaco
extracelular (Yang & Leibowitz, 2015).

De referir que esta replicacdo viral é citocida, o que significa que depois de
acumuladas, as novas particulas virais sao libertadas da célula por malabsorcao com lise
celular (Scott et al., 2004). Esta inicialmente ocorre ao longo do comprimento das
criptas e vilosidades em todos os niveis do intestino delgado, eventualmente
espalhando-se ao longo do célon, até ao seu final e reto, causando uma diarreia
malabsortiva (Boileau & Kapil, 2010).

1.1.4.3. Fisiopatologia

O virus € citolitico, infetando os enterdcitos maduros presentes na superficie das
criptas e vilosidades intestinais e também as células epiteliais do trato respiratorio
superior. Inicialmente, o virus adere-se aos enterdcitos por fusdo do envelope com a
membrana celular ou vesiculas de endocitose, contando com a participacdo da
hemaglutinina (HE) e da proteina S. Ocorre replicacdo e excrecdo viral no interior da
célula, seguindo-se morte celular. De referir que a diarreia inicia-se no momento da
entrada do virus na célula, bem antes de ocorrer morte celular (Foster & Smith, 2009).

Verifica-se uma hiperplasia compensatéria das células das criptas, que juntamente
com o aumento de secrec¢Bes por parte das mesmas originam um aumento de liquidos no
limen intestinal. A perda de area de superficie resultante da acdo do virus e a

substituicdo de enterdcitos maduros por células imaturas, que sdo incapazes de secretar
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enzimas digestivos, comprometem a capacidade de absorcéo e digestdo normal (Boileau
& Kapil, 2010).

A doenca causada por BCoV é mais severa do que se for causada por Rotavirus,
resultando numa enterocolite muco-hemorrégica (Boileau & Kapil, 2010). O intestino
delgado, mais propriamente o jejuno e ileo, sdo severamente danificados devido a
descamacdo de células infetadas. Por sua vez, células superficiais e células das criptas
do cdlon também sao afetadas (Scott et al., 2004).

As lesdes observadas no intestino delgado apresentam um padrdo semelhante
aquelas produzidas por Rotavirus, assim como se pensa que 0 mecanismo responsavel
por causar diarreia também seja semelhante ao verificado pelo Rotavirus. Por sua vez,
no colon observa-se destruicdo nas criptas, resultando em atrofia da mucosa e dilatacdo

das criptas, contendo células exfoliadas mortas (Scott et al., 2004).

1.1.4.4. Sinais clinicos

O BCoV afecta as criptas dos enterdcitos e como a renovacao celular ocorre das
criptas para as vilosidades intestinais, os sinais clinicos desta afe¢do sdo de maior
duracdo (Foster & Smith, 2009).

A severidade da diarreia torna-se maior e o periodo de incubacao menor em vitelos
mais novos, especialmente naqueles em que por algum motivo ocorreu falha de
transmissdo de imunidade passiva, sendo comum ocorrer depressdo severa com
desidratacdo progressiva em 4-5 dias (Scott et al., 2004).

Normalmente, a diarreia € aquosa e mais severa que outro tipo de diarreias virais,
sobretudo aquela causada por Rotavirus. Ocorre assim uma desidratacdo e acidose mais
agressiva e também perdas substanciais de ides, nomeadamente, sddio, potassio, cloreto
e bicarbonato. Numa fase inicial, poderdo ser vistas fezes amarelas fluidas, tornando-se
depois num liquido amarelo contendo coagulos de leite, muco e ocasionalmente rasgos
de sangue (hematoquésia), que em casos mais graves evolui para uma diarreia aquosa
profusa (Scott et al., 2004).

Alguns vitelos podem desenvolver sindrome pneumoentérico, estando presente
sintomatologia intestinal (diarreia) e sinais leves de doenca respiratoria (pneumonia) em
simultaneo (Van Metre et al., 2008).
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1.1.4.5. Diagnostico

O diagnostico desta doenca, tal e qual como nas afecBes por Rotavirus, é baseado
na detecdo do virus ou de antigénios em amostras de tecido intestinal ou fezes. Também
é possivel chegar ao diagnostico por detecdo viral em zaragatoas nasais.

As fezes deverdo ser colhidas o mais cedo possivel, apos o inicio da manifestacédo
de diarreia e enviadas de forma refrigerada para o laboratorio. Por sua vez, as amostras
de tecido deverdo ser enviadas de forma congelada (Radostits et al., 2007).

A identificagdo de BCoV nas fezes através de microscopia eletronica tem sido o
meio de diagnodstico “standard” por ser facil observar o virus se for concentrado por
ultracentrifugacao. No entanto, requer equipamento e pericia (Radostits et al., 2007).

Pode recorrer-se a técnicas de ELISA direto, com o intuito de identificar
antigénios, sendo que o anticorpo monoclonal Z3A5 é geralmente o escolhido, no caso
de diagnostico de BCoV (Boileau & Kapil, 2010).

No diagnostico por imunohistoquimica, o uso de anticorpo monoclonal 8F2 ¢
recorrente, sendo que este se liga com a proteina mais predominante (nucleocépside) do
BCoV (Boileau & Kapil, 2010).

Técnicas de hemaglutinacdo e aglutinacdo também poderdo confirmar o
diagnostico desta doenca. Tanto o teste de hemaglutinacdo de eritrécitos de rato, como o
teste rapido de aglutinacdo em lamina podem ser utilizados (Boileau & Kapil, 2010).

A utilizacdo de RT-PCR demonstrou ser bastante sensivel na detecdo de particulas
virais, mais concretamente o gene da nucleocapside, sendo que a detecdo da proteina S
permite diferenciar estirpes e € util para investigacdes epidemioldgicas (Boileau &
Kapil, 2010).

Nas necrdpsias, o colon espiral é local de elei¢do para se obter amostras Uteis para
o0 diagnostico de BCoV, uma vez que o virus apresenta maior tropismo para essa zona
(Boileau & Kapil, 2010).

Atualmente, existe também a possibilidade de identificar coronavirus em animais
com diarreia, tendo sido desenvolvidos testes de imunocromatografia de fluxo, que
permitem identificar este agente etioldgico de forma rapida e no campo.

Os dados relativos a sensibilidade e especificidade deste tipo de teste serdo
referidos no diagnostico laboratorial do segundo estudo do capitulo 11 — Trabalho

experimental.
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1.2. Controlo/ Prevencao

A diarreia neonatal pode dever-se ndo sé a fatores infeciosos, como também a nao-
infeciosos, tornando assim dificil o controlo desta afe¢do nas exploragdes. Um plano de
prevencédo e controlo bem executado torna-se entdo determinante, para reduzir perdas
econdmicas nas exploracdes e melhorar o bem-estar animal (Muktar et al., 2015).

Um dos pontos mais importantes da prevencdo das diarreias neonatais passa por
realizar-se sempre um encolostramento de forma adequada. O colostro é considerado
um fator de importancia elevada num viteleiro saudavel, sendo portanto necessario
avaliar se o colostro fornecido é adequado no que toca a niveis de Ig. A sua qualidade €
determinada pela concentracdo de imunoglobulinas existentes na sua composi¢édo, sendo
que um colostro de boa qualidade devera conter uma concentracdo de imunoglobulinas
superior a 50g/L (Godden, 2008). Este facto pode por si ser uma das causas de
insucesso de transferéncia imunitaria passiva.

Apds o nascimento, os vitelos por serem agamaglobulinémicos estdo totalmente
dependentes da transferéncia ndo s6 de imunoglobulinas, como também de células
imunes, de outras substancias imunoldgicas ndo-especificas, de citoquinas, de
elementos nutricionais e de fatores de crescimento, no decorrer das primeiras horas de
vida, visando a defesa eficaz do seu organismo contra agentes infeciosos, causadores de
diarreias e outro tipo de infecdes (McGuirk & Collins, 2004).

O colostro ira satisfazer as necessidades dos vitelos, contendo na sua composicao
mais teor em proteina, em imunoglobulinas, em nitrogénio ndo-proteico, em gorduras,
em vitaminas, em cinzas e minerais do que o leite (McGuirk & Collins, 2004). As
imunoglobulinas que fazem parte da composi¢do do colostro séo IgG, IgA e IgM, sendo
que constituem aproximadamente 85 a 90%, 5% e 7%, respetivamente, para a
composicao total de imunoglobulinas, sendo que a IgG1 representa 80 a 90% do total de
IgG (Godden, 2008).

Para que a transferéncia de imunidade passiva seja bem-sucedida, o vitelo deve
consumir uma massa suficiente de Ig no colostro e, em seguida, ser capaz de absorver
com sucesso uma quantidade suficiente dessas moléculas para a sua circulagdo
(Godden, 2008). Os principais fatores que afetam a massa de Ig consumida pelo vitelo
incluem a qualidade e o volume de colostro alimentado. Para os animais de aptidao
leiteira, esta aconselhada a ingestdo de pelo menos 100 g de imunoglobulinas por vitelo

a cada toma, sendo a administracdo de colostro realizada em duas tomas. A primeira
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devera ser efetuada com a maior brevidade possivel, até as seis horas de vida, numa
quantidade minima de 2 litros e a segunda até as 12 horas de vida, com a mesma
quantidade da primeira (Quigley, 1997; Scott et al., 2004).

O principal fator que afeta a absorcdo de moléculas de Ig em circulacdo é a
rapidez, apds o nascimento, com o qual a primeira administracéo de colostro é realizada
(Godden, 2008). O “turnover” celular intestinal, o desenvolvimento de secrecGes
intestinais e a formacdo de vacuolos digestivos intra-epiteliais iniciam-se logo apds o
nascimento do vitelo, sendo que o transporte macromolecular no intestino, sem que
ocorra digestdo, diminui gradualmente, apresentando-se praticamente nulo entre as 20 e
24 horas de vida (Quigley, 2007) (Grafico 1). Consequentemente, é de extrema
importancia para o vitelo recém-nascido, a ingestdo de colostro de boa qualidade na
guantidade adequada e, bem como, no intervalo de tempo em que a absorcdo se
encontra nos niveis adequados. Este facto deve-se as imunoglobulinas serem absorvidas
por pinocitose ao longo do intestino delgado e transportadas através do epitélio, em
direcdo aos vasos linfaticos e, subsequentemente, para a circulacdo sanguinea (Godden,
2008; Cortese, 2009).

50% \
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Gréfico 1 - Evolugdo da eficiéncia aparente de absorcao de 1gG (AEA) com o decorrer do tempo
apos o nascimento do vitelo (adaptado de Quigley et al, 2007)

Para além dos fatores inerentes ao colostro supracitados, a transferéncia de
imunidade passiva pode ainda ser influenciada por outros fatores, tais como: paridade
das maes, tempo de duracdo do periodo seco, nimero de lactacdo, raca da vaca,
vacinacao e o sexo dos vitelos (Quigley, 1998; Youngquist, 2007; Godden, 2008).
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A maior parte dos estudos, mas ndo todos, reporta a tendéncia para vacas mais
velhas produzirem um colostro de melhor qualidade, no que toca a concentragao de Ig
presentes na composicdo (Godden, 2008). A concentracdo de imunoglobulinas no
colostro parece aumentar com o numero de lactagdes de cada vaca, devido a uma
estimulagdo antigénica mais prolongada no tempo, uma maior capacidade secretoria e
um sistema de transporte de imunoglobulinas mais eficiente nas vacas mais velhas
(Corke, 2010). Tal efeito sé se verifica a partir da 32 lactacdo em diante (Radostits et al.,
2007).

No entanto, num estudo efetuado por em gado Holstein, Besser & Gay (1999)
concluiram que vacas primiparas produziam colostro com concentragdo de
imunoglobulinas semelhante a vacas em 3?2 lactacdo. Os produtores das exploracfes
leiteiras devem ser desencorajados a descartar o leite de vacas primiparas, uma vez que
também podera ser de boa qualidade (Besser & Gay, 1999).

No que toca a raca, estudos efetuados comprovam que este fator poderéd ter um
efeito com a qualidade do colostro. Corke (2010) comprovou gue a raca Holstein produz
menor concentracdo de imunoglobulinas do que as racas Jersey, Guernsey, Parda Suica
e Ayrshire, podendo ser o resultado do efeito de diluicdo que ocorre em vacas Holstein
por produzirem maiores volumes de colostro (Corke, 2010).

A secrecdo de imunoglobulinas inicia-se aproximadamente cinco semanas antes do
parto (Godden, 2008). Besser & Gay (1999) ndo encontraram diferencas significativas
na concentracdo de imunoglobulinas no colostro a partir dos 30 dias de periodo seco
(Besser & Gay, 1999). Noutro estudo realizado, Pritchett et al., (1991) concluiram que a
concentracdo de imunoglobulinas é maxima em vacas com periodo seco de pelo menos
40 dias, mas sem exceder os 90 dias (Pritchett et al., 1991).

Num estudo (Roy, 1990) citado por Quigley (2007), demonstrou que as fémeas
apresentaram uma taxa de absor¢do maior que os machos. Assim, 0 sexo do vitelo
também podera ter influéncia na absorcdo de imunoglobulinas e influenciar a
transferéncia de imunidade passiva (Quigley, 2007).

A vacinacdo também podera ser um ponto importante na prevencdo de doengas. No
periodo seco, entre as trés e as seis semanas antes do parto, este metodo profilatico pode
fazer aumentar as concentracdes de anticorpos colostrais e também aumentar os titulos
de anticorpos passivo em vitelos de mdes vacinadas. Trata-se de uma boa forma de

prevenir e controlar as infeces por certos agentes patogénicos neste periodo critico para
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os vitelos, tais como: Escherichia coli, rotavirus, coronavirus, Virus da Diarreia Viral
Bovina (BVDV) (Godden, 2008; Cho et al., 2013).

Para isso, existem varias vacinas disponiveis no mercado, sendo elas inativadas.
Quer a vacina Trivacton® 6, quer a Lactovac® C sdo utilizadas com o intuito de
conferir imunidade passiva aos vitelos contra a Coronavirose, Colibacilose e
Rotavirose. Por sua vez, a Rotavec® Corona também confere anticorpos maternais aos
vitelos contra a Rotavirose, Colibacilose e Coronavirose. A Bovilis® BVD ¢ utilizada
para a imunizacao ativa de vacas e novilhas, a partir dos oito meses de idade, de modo a
proteger o feto contra a infe¢do transplacentéria pelo Virus da BVD.

As boas préticas de maneio nas exploragdes leiteiras tornam-se também um ponto
importante prevencdo de doencas em vitelos. E essencial excluir focos de infecéo,
assegurando boas praticas de higiene e biosseguranca. Estudos indicam que o maneio
ambiental dos viteleiros reduz a incidéncia de diarreias e o despoletar de surtos dentro
das exploragfes. Devera adotar-se um sistema de “all-in all-out” no viteleiro. A
higienizacdo e desinfecdo quer das maternidades, quer dos viteleiros, assim como a
desinfecdo regular de utensilios e a presenca de palha adequada foram identificados
como fatores importantes no maneio (Muktar et al., 2015).

A limpeza das maternidades antes do parto deverd ser feita sempre, utilizando
desinfetantes ou entdo, no caso de as camas serem compostas por palha, efetuar a
mudanca da mesma, pois pode ocorrer contato com agentes patogénicos na altura do
parto (Scott et al., 2004).

Cada vez mais, o controlo de doengas infeciosas assenta no aumento da resisténcia
do hospedeiro a infecdo, removendo reservatorios da infecdo e impedindo que o

contacto resulte na transmissao de agentes infeciosos (Maunsell & Donovan, 2008).
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11 - TRABALHO EXPERIMENTAL

1. Avaliacdo da transferéncia da imunidade passiva

em vitelos de leite — estudo de campo

1.1. Resumo

Os mecanismos de defesa de um vitelo, aquando do nascimento, ndo estdo ainda
completamente funcionais, uma vez que 0 seu sistema imunitario apesar de estar
desenvolvido, sé atinge a maturidade por volta dos seis meses de idade (Hunt, 1999).
Este estudo foi efetuado com o objetivo de avaliar a transmissdo de imunidade passiva
em vitelos de leite e perceber que variaveis podem influenciar essa transmissao. Apesar
de 50% (n=17) das exploracdes envolvidas neste estudo administrar quantidades de
colostro adequadas e dentro do tempo p6s-nascimento considerado aconselhado, apenas
41% (n=43) dos vitelos analisados encontravam-se com niveis de IgG adequados.
Adicionalmente, concluiu-se que o momento de administracdo em conjugacdo com a
quantidade de colostro fornecida influenciou o nivel de proteinas séricas na primeira
semana de vida (p<0,001). Existe, portanto, lugar a uma adequada sensibilizagéo e
formacao técnica por parte dos produtores e tratadores desta regido de forma a melhorar

0 maneio do colostro nos vitelos recém-nascidos.

1.2. Introducéo

A protecgdo contra agentes infeciosos nos vitelos esta diretamente relacionada com
a quantidade de colostro por eles ingerida nas primeiras horas de vida, uma vez que 0
tipo de placenta (Sinepiteliocorial e cotiledonar) presente nos ruminantes impede a
transmissdao de imunoglobulinas e de células de linha branca do sangue da mée para o
feto ao longo da gestacdo, os vitelos nascem agamaglobulinémicos (Tizard, 2000;
Igwebuike, 2006; Godden, 2008).

Uma administracdo inadequada de colostro e consequentemente uma baixa
transmisséo de imunoglobulinas, sera responsavel por um estado imunitario debil, o que
aumenta a predisposicao dos vitelos para diarreias neonatais e outras infe¢des, que para
além de implicarem custos de tratamento elevados e atrasos no crescimento, também

poderdo levar a morte dos mesmos (Mee, 2008). Deste modo, torna-se fundamental para
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0 vitelo, nas primeiras horas de vida, ingerir colostro de boa qualidade, em quantidade
adequada e no intervalo de tempo em que a absorcdo das imunoglobulinas se encontra
nos niveis adequados: transferéncia de imunidade passiva (Godden, 2008; Cortese,
2009).

A afericdo da transferéncia da imunidade passiva pode ser realizada através da
determinacdo das proteinas totais no soro sanguineo, estando estas fortemente
correlacionadas com o nivel de gamaglobulinas séricas (Radostits et al., 2007). Essa
afericdo deve ser feita entre as 24 horas e os 3 dias ap6s 0 nascimento, para garantir que
as Ig sejam absorvidas por completo no intestino e passem assim para a corrente
sanguinea. Depois dos 3 dias a relagdo entre proteina do soro e Ig pode mudar, devido a
absorcéo de proteinas da dieta e migracdo de Ig do sangue para outras localiza¢bes no
organismo (Quigley, 2001). Podera ser feita de forma simples com o uso de
refratdbmetro, sendo portanto um teste simples e répido de se realizar, ndo havendo
necessidade de recorrer a laboratdérios especializados. No entanto, esta avaliagdo
também pode fazer-se através da determinacéo laboratorial de 1gG1 no soro de vitelos.

Os valores de PT considerados como indicadores de transferéncia imunitaria
passiva com sucesso sdo valores iguais ou superiores a 5,5g/dL, sendo que valores
inferiores a este limite sdo considerados indicadores de falha de transferéncia de
imunidade passiva (Quigley, 2001).

1.3. Objetivos

Os objetivos deste estudo foram:

1. Avaliar o estado imunitério de vitelos analisados e verificar se ocorreu ou nao
transmissdo de imunidade passiva.

2. Avaliar o efeito do sexo dos vitelos, paridade das médes e momento de
administracdo em conjugacdo com a quantidade de colostro fornecida na eficacia da

transmisséo de imunidade passiva.

1.4. Materiais e métodos

1.4.1. Estudo de campo
Este estudo foi realizado em exploragcfes pertencentes as regides de Entre Douro e
Minho (n=33) e Aveiro (n=1), tendo sido realizadas colheitas de amostras de sangue
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venoso (n=111) em visitas de clinica ambulatoria e visitas incluidas em sistemas de

avenca de controlo reprodutivo.

1.4.2. Questionario

Foi realizado um questionario epidemioldgico (ver Anexo Il1) aos responsaveis das
exploracGes com o objetivo de registar:

1. Procedimentos de maneio geral da exploracdo: quantidade e o momento de
administracdo do colostro aos vitelos, existéncia ou auséncia de banco de colostro e
verificacdo da realizacdo de avaliacdo da qualidade do colostro.

2. Informacdes relativas ao parto: paridade da mée.

3. Informacgdes referentes ao vitelo: sexo do vitelo (grafico 2).

Vitelo: Macho
ou fémea?

Colostro: avalia Mae: novilha
a qualidade do ou
colostro? multipara?

Colostro: existe Colostro: Que
banco de forma de
colostro? encolostramento

efetua?

<

Figura 5 - Esquema ilustrativo do registo efetuado nos inquéritos realizados aos responsaveis das
exploragdes

1.4.3. Colheita e processamento das amostras

As amostras de sangue foram colhidas da veia jugular, recorrendo a tubos de
vacuo sem anticoagulante, entre as primeiras 24 horas e sete dias de vida (Imagem 4).
Apo6s formacdo do coagulo sanguineo, os tubos de sangue foram centrifugados a 1008 g

durante 15 minutos, nas 24 horas seguintes a sua colheita (Imagem 5). Relativamente a
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determinacdo das proteinas séricas totais no soro, esta foi realizada por um
refractometro clinico manual, Zuzi Modelo 50303122 (Série ECO) com compensacao
automatica de temperatura (10-30° C), a temperatura ambiente (x20°C), segundo a
técnica descrita por Calloway e Morril (Imagem 6) (Calloway, 2002, Morrill, 2012).

Imagem 5 - Processamento das amostras de sangue colhidas
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Imagem 6 - Determinag&o das proteinas totais séricas, recorrendo ao refractometro

1.4.4. Definigdo das variaveis

Para determinar a associacdo entre as praticas de maneio e o nivel de PT foram
definidas variaveis correspondentes as respostas obtidas nos questionarios.

Foram definidos como vitelos com absorc¢do de imunidade passiva adequada todos
os vitelos com proteinas séricas superiores ou iguais a 5,5g/dL, Todos os vitelos com
valores de proteinas séricas inferiores a 5,5g/dL foram definidos como tendo falha de
transferéncia de imunidade passiva.

Como exploragdes consideradas como tendo administracdo adequada de colostro
(exploragdes A) consideraram-se as exploragcdes em que a primeira toma de 2 litros
colostro era feita até as 6 horas de vida, sendo administrados mais dois litros até as 12
horas de vida. As exploracdes foram consideradas como tendo uma administracao
inadequada quando se administrava menos de 4 litros até as 12 horas (explora¢des B) ou
até as 24 horas de vida (exploragdes C).

Na variavel “sexo dos vitelos”, agrupou-se separadamente machos e fémeas; os
critérios referentes a transferéncia de imunidade passiva foram os mesmos descritos
anteriormente.

Quanto a “paridade das maes”, foram consideradas vacas multiparas e vacas
primiparas; os critérios referentes a transferéncia de imunidade passiva foram o0s

mesmos descritos anteriormente.

1.4.5. Analise estatistica
Utilizando os dados resultantes do ensaio experimental e as varidveis definidas, foi

elaborada uma analise de frequéncias com recurso ao programa Microsoft Excel, sendo
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gue os mesmos dados foram utilizados para uma posterior analise univariada através do
modelo linear geral do programa R® (The R Foundation for Statistical Computing,
2013), de forma a determinar se o sexo dos vitelos, a paridade das mées e 0 momento
em conjugacdo com a quantidade de colostro administrado poderiam ser considerados
fatores de risco associados a transmissdo de imunidade passiva, recorrendo para tal a
ANOVA. Os resultados foram considerados significativos para um intervalo de
confianca de 95% e para um valor de p<0,05.

Apds analise, determinou-se que o Unico dos trés fatores de risco com influéncia
nos valores de proteinas totais séricas seria 0 momento de administracdo em conjugacao
com a quantidade de colostro fornecida, tendo-se realizado também uma regressdo
logistica para estimar-se 0 odds ratio, com a finalidade de entender qual seria a
probabilidade de ocorrer falha de transferéncia de imunidade passiva, conforme as

diferentes formas de administragdo do colostro.

1.5. Resultados

Das 111 amostras processadas, 53% correspondiam a fémeas, sendo que houve um
vitelo que ndo se registou o sexo (Grafico 2).

1, 1%

B Macho

B Fémea

Sem informagdo

Grafico 2 - Distribuigdo das amostras por sexo (FR, % n=111)

Relativamente a paridade das mdes, 33% das amostras correspondiam a vitelos
filhos de vacas primiparas. De referir que ndo foi possivel registar a paridade em seis

das amostras colhidas (Gréafico 3).
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6; 5%

M primipara
B multipara

sem informagdo

Gréfico 3 - Distribuicdo das amostras por paridade das mées (FR, % n=111)

Quanto aos valores de proteinas séricas totais (PT), a média do valor das 111
amostras foi de 5,367 g/dL (desvio-padrdo= 0,622), onde 59% das amostras processadas
se encontravam em niveis inferiores a 5,5 g/dL, sugestivos de falha de transmissdo de

imunidade passiva (Gréafico 4).

m<5,5g/dl
m>5,5g/dl

Gréfico 4 - Distribui¢do das amostras por niveis de PT

No que se refere as 34 exploragdes inseridas neste estudo, observou-se que 50%
delas administrava uma primeira toma de dois litros de colostro até as seis horas de vida
e uma segunda toma, também nas mesmas quantidades até as 12 horas de vida
(exploragdes A). As exploracfes que administram menos de quatro litros de colostro até
as 12 horas de vida (exploragdes B) corresponderam a 35% das exploracGes e apenas
15% administram uma quantidade de colostro inferior a quatro litros, até as 24 horas de
vida do vitelo (exploragdes C) (Gréafico 5).
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5; 15%

M exploragdo A

M exploragdo B

exploragdo B

Gréfico 5 - Distribui¢do das explora¢des em fun¢édo da quantidade e momento de administracdo do
colostro (FR,% n=34)

Apenas seis por cento das exploragdes possuem colostrometro, tendo a
possibilidade de fazer uma avaliacdo prévia da qualidade do colostro antes da

administracdo do mesmo (Gréfico 6).

2;6%

M Sim

H Nao

Gréfico 6 - Exploracgdes que efetuam avaliacdo da qualidade do colostro (FR, % n=34)

Apos realizacdo do questionario, verificou-se também que 38% das exploragdes
possuiam banco de colostro (Gréfico 7).
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M existe banco de
colostro

M n3o existe banco
de colostro

Gréfico 7 - Distribuicdo das exploracfes em funcdo da existéncia ou ndo de banco de colostro (FR,
% n=34)

Observou-se que 59,4% dos vitelos incluidos no estudo apresentaram uma
adequada transmissdo de imunidade passiva, sendo que esse registo nas exploracdes B e
C foi de 20 e 8,3%, respetivamente. Quanto ao sexo dos vitelos, verificou-se que 37,3%
dos vitelos machos e 44,1% das fémeas apresentaram uma adequada transmisséo de
imunidade passiva. Por fim, no que toca a paridade, registou-se que 36,1% de vitelos
nascidos de vacas primiparas e 42% de vitelos nascidos de vacas multiparas

apresentaram uma adequada transmissdo de imunidade passiva (Tabela 3).

TIP
Falha Adequada
(<5,5 (5,5
g/dL) g/dL)
Exploragdes FA 26 38
Quantidade e A FR, % 40,6% 59,4%
o momento de | Exploragdes FA 28 7
administracéo B FR, % 80,0% 20,0%
do colostro Exploracdes FA 11 1
C FR,% | 91,7% 8,3%
FA 32 19
Macho
Sexo dos FR,% | 62,7% 37,3%
vitelos Femea FA 33 26
FR,% | 55,9% 44,1%
_ FA 23 13
Primipara
Paridade FR,% | 63,9% 36,1%
Multipara FA 40 29
FR,% | 58,0% 42,0%

Tabela 3 — Quadro-resumo da distribuicao das amostras pelas variaveis que se pretendiam avaliar
na eficicia da transferéncia de imunidade passiva (TIP)
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Pela realizacdo da ANOVA, ndo se verificaram diferengas significativas na
eficacia da transmissdo da imunidade passiva em funcdo da paridade (p=0,351) e do
sexo dos vitelos (p= 0,882). A quantidade e momento de administracdo do colostro
influenciaram significativamente a eficacia da transferéncia de imunidade passiva
(p<0,001) (Tabela 4).

Fatores de risco p-value
Sexo dos vitelos 0,351
Paridade das méaes 0,882
Quantidade e
momento de
administracao de <0,001
colostro

Tabela 4 - Influéncia dos fatores de risco com o nivel de PT

Recorreu-se ao modelo linear generalizado (GLM), com o intuito de perceber
dentro das duas diferentes formas de administracéo de colostro, que se consideram mais
propicias a que ocorra falha de transmissdo de imunidade passiva (conforme 0 momento
e a quantidade administrada), qual seria a probabilidade de ocorrer falha de
transferéncia de imunidade passiva nos vitelos. Para a forma de administragcdo B (12
toma <4l até 12h) obteve-se uma significancia estatistica de p<0,001, sendo que na
forma C (<4l até 24h) foi de p=0,009.

Quantidade e
momento de

administracéo de p-value Odds ratio
colostro
Exploragdes B 0.000344 =6
Exploragdes C 0.009750 =16

Tabela 5 - Odds ratio de transmisséo de imunidade passiva adequada, consoante a quantidade e
momento de administracéo de colostro

Em funcdo da quantidade e momento de administracdo do colostro, observou-se
que nas exploracdes B e C, existem 6 e 16 vezes mais chances de ocorrer falha de
transferéncia de imunidade passiva em relacdo as exploragbes A, respetivamente
(Tabela 5).
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1.6. Discussao

Somente 41% (n=46) dos vitelos analisados se encontravam com valores séricos de
proteinas totais, compativeis com adequada transferéncia de imunidade passiva apesar
de 50% (n=17) das exploracGes envolvidas neste estudo referirem que administram
quantidades de colostro adequadas e atempadamente na fase pds-nascimento.

Embora se pudesse supor que as fémeas poderiam ter valores mais elevados de
proteinas séricas totais (Quigley, 2007), atendendo ao diferente cuidado e sensibilidade
que quotidianamente os produtores demonstram no seu maneio por serem animais com
maior potencial produtivo e econdmico, de facto isso ndo se verifica e o sexo dos vitelos
ndo € determinante nos niveis de proteinas totais presentes no soro dos animais testados
(p>0,05).

Conforme descrito por alguns autores, o colostro de vacas primiparas € de pior
qualidade no que se refere a concentracdo e volume de imunoglobulinas
comparativamente ao de vacas multiparas (Pritchett et al., 1991, Tyler, 1999), pelo que
seria normal que os vitelos nascidos de vacas primiparas tivessem niveis de proteinas
séricas totais mais baixos, facto que ndo se verificou neste estudo (p> 0,05). Assim
sendo, ndo foram encontradas diferencgas significativas entre vitelos nascidos de vacas
primiparas ou de multiparas no que concerne a eficacia na transmissdo da imunidade
passiva avaliada por este método. Ndo obstante, devemos ter presente que vitelos
nascidos de vacas primiparas podiam ter ingerido colostro de multiparas, uma vez que
em algumas exploragdes, nas quais existia um banco de colostro onde era congelado
colostro de vacas multiparas, que apresenta um concentracdo superior de Ig em relacédo
aos das vacas primiparas, administrariam prioritariamente aos vitelos e por falta de
registos apropriados ndo foi possivel efetuar a rastreabilidade do colostro administrado a
cada vitelo.

Contudo, e como ja havia sido descrito (Quigley, 1998, Youngquist, 2007,
Godden, 2008), verificou-se uma relacdo elevada e extremamente significativa
(p<0,001) para 0 momento de administracdo em conjugacdo com a quantidade de
colostro fornecida, sendo que administrar colostro corretamente, fazendo a primeira
toma de 2 litros até as 6 horas de vida e voltando a fazer uma segunda toma, também ela
de 2litros, até as 12 horas de vida, influencia os niveis de proteinas séricas totais.

Das trés formas de administracdo de colostro que se tiveram em conta neste estudo,

e assumindo que nas exploracbes B e C mais facilmente ocorreria uma falha de
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transferéncia de imunidade passiva, observou-se que um vitelo que seja encolostrado
com menos de 4L até as 24h (C) tem aproximadamente 16 vezes mais probabilidade de
ndo adquirir uma imunizacdo adequada em relacéo as exploracdes A. Por outro lado, se
for encolostrado com menos de 4L até as 12h (B) a probabilidade de ocorrer entdo falha
de transferéncia de imunidade passiva diminui em relacdo a forma de administracéo C,
sendo aproximadamente 6 vezes mais provavel que esta acontega.

Com o objetivo de avaliar corretamente a transferéncia passiva de imunidade nos
vitelos de uma exploracdo, as proteinas plasmaticas totais deverdo ser determinadas em
pelo menos 12 vitelos, pelo que se 20% dos vitelos apresentarem valores inferiores a 5,5
g/dL, estar-se-a perante um problema de encolostramento (McGuirk, 2003). A amostra
deste estudo, na maioria das exploracdes, ndo atinge um total de 12, uma vez que as
colheitas foram feitas em deslocacdes de clinica ambulatéria e de controlo reprodutivo
durante um limitado periodo de tempo. Neste sentido, os resultados aqui apresentados
deverdo ser interpretados no ambito desta amostragem.

De referir, que ao longo deste estudo, ndo foram avaliados o estado nutricional e
sanitario das vacas secas, a duracao do periodo seco, o tipo de maneio geral, o tipo de
vacinagdo a que as vacas foram submetidas, os indices de qualidade do leite, a qualidade
do colostro e o nivel de producdo existente em cada exploracdo inserida neste estudo,
fatores esses que também poderiam influenciar os niveis de proteinas séricas e,
consequentemente, a transmissdao de imunidade passiva. Da mesma forma ndo se
determinou se a estacdo do ano teria efetivamente influéncia na transferéncia de
imunidade passiva, visto que o periodo de tempo em que se realizou este estudo se
confinou ao periodo de Inverno e parte da Primavera.

Alguns vitelos tinham mais de 3 dias de idade, sendo que a partir dai ndo se torna
ideal avaliar se ocorreu transferéncia imunitaria eficiente, pois a concentracdo de
proteinas plasmaticas totais e imunoglobulinas séricas ndo sdo apenas consequéncia da
ingestdo de colostro e da transferéncia de imunidade passiva, registando-se um declinio
das imunoglobulinas maternas e existéncia de producdo enddgena de imunoglobulinas
pelo vitelo e alteragbes na concentragdo de proteina sérica de acordo com a dieta
(Quigley, 2000).
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1.7. Conclusao

Das trés variaveis objeto de estudo, somente o0 momento de administracdo em
conjugacdo com a quantidade de colostro fornecida influenciou o nivel de proteinas
séricas no decorrer da primeira semana de vida (p<0,001), sendo que o sexo dos vitelos
e a paridade das maes nao influenciaram os valores de proteinas plasmaticas totais, de
forma a serem considerados como variaveis influentes.

Constata-se a necessidade de uma adequada sensibilizacdo e formacéo técnica dos
responsaveis das exploragdes leiteiras, visando melhorar o maneio do colostro nos
vitelos recém-nascidos, bem como, incentivar a administracdo de colostro nas
quantidades consideradas 6timas e no intervalo de tempo em que o vitelo obtera uma
melhor eficiéncia da transmissdo das imunoglobulinas fundamentais para um adequado

estado imunitario do vitelo.

2. Determinacdo da prevaléncia dos principais
agentes causadores de diarreias neonatais e
fatores de risco associados a administracdo de

colostro

2.1. Resumo

A diarreia neonatal, além de ser uma das afe¢c6es mais comuns em vitelos até aos 3
meses, € uma doenca multifatorial, que acarreta transtornos econémicos e implicacdes
relativas com o bem-estar animal nas exploracdes leiteiras. Este estudo foi efetuado com
0 objetivo de complementar o estudo anteriormente mencionado nesta dissertacdo, que
se referia fundamentalmente & avaliacdo da transmissdo de imunidade passiva em
vitelos de leite. Pretendeu-se ndo s6 determinar a frequéncia de isolamentos dos
principais agentes infeciosos presentes nas diarreias neonatais em vitelos, como também
avaliar a influéncia da adequada transmissdo de imunidade passiva na ocorréncia de
diarreias. A maior prevaléncia registada foi para o Rotavirus de 60,7%, sendo este o
agente mais isolado, contrariamente ao Coronavirus (pa=3,6% e n=1). A tendéncia foi

para ocorrerem mais infegdes simples (64% e n=14) do que infe¢bes mistas (36% e
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n=8). Dentro das infe¢des mistas, registou-se mais vezes casos de associacao entre dois
agentes (50%), sendo que a associa¢do mais comum verificada foi o Rotavirus com a
E. coli. Adicionalmente, concluiu-se que o “momento de administragdo em conjugagao
com a quantidade de colostro fornecida” e a “forma de administragdo de colostro”
influenciaram o nivel de proteinas plasméticas no decorrer da primeira semana de vida
dos vitelos (p <0.001 e p<0,01, respetivamente). Torna-se entdo fundamental informar e

incentivar os produtores, para que seja feito um encolostramento de forma adequada.

2.2. Introdugéo

Uma inadequada administragcdo de colostro ou absorcdo deficiente por parte de
animais recém-nascidos esta relacionado com o aparecimento de septicémias, enterites
(diarreias) e pneumonias, sendo que atualmente os principais agentes infeciosos
envolvidos em diarreias neonatais podem ser bactérias (Escherichia coli), virus
(Rotavirus, Coronavirus) e parasitas (Crypstosporidium parvum) (Naylor, 2009; Foster
& Smith, 2009).

Colostro define-se como a secre¢do densa, resultante da primeira ordenha logo
apos o parto (Wattiaux, 2001). Para além de nutrientes contém leucocitos maternais,
fatores de crescimento, hormonas, citoquinas, fatores antimicrobianos nao-especificos e
Imunoglobulinas (lg), sendo que a 1gG1 (80%) € o is6tipo predominante no colostro,
encontram-se ainda presentes 1gG2 (5% a 10%), IgA (5 a 7%) e IgM (5%) (Butler,
1973). A concentragdo e o volume de Imunoglobulinas no colostro séo influenciados
por diversos fatores, tais como: vacina¢do e nutri¢cdo no decorrer do periodo seco, tempo
de duracdo do periodo seco, nimero de lactacdo e raca da vaca (Quigley, 1998, Godden,
2008).

A identificacdo de agentes etioldgicos, envolvidos nas diarreias neonatais nas
exploraces leiteiras, pode ajudar a perceber se as diarreias sdo consequéncia de fatores
relativos do maneio nas exploragfes, visto que uma adequada transferéncia de
anticorpos maternais no colostro e realizacdo de vacinacdo no periodo seco podem
excluir a hipotese de maneio incorreto. Contudo, € necessario realizar sempre uma
correta administracdo de colostro, visto que os vitelos adquirem uma adequada TIP
através da ingestdo e absorcdo das imunoglobulinas presentes na sua composi¢do
(Godden, 2008).

Para os animais de aptiddo leiteira esta aconselhada a ingestdo de pelo menos 100

g de imunoglobulinas por vitelo a cada toma, sendo a administracdo de colostro
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realizada em duas tomas. A primeira deverd ser efetuada com a maior brevidade
possivel, até as seis horas de vida, numa quantidade minima de 2 litros e a segunda até

as 12 horas de vida, com a mesma quantidade da primeira (Quigley, 1997).

2.3. Objetivos

Os objetivos deste estudo foram:

1. Determinar a frequéncia de identificacdo dos principais agentes infeciosos
responsaveis por diarreia neonatal em 15 exploracdes de bovinos de leite situadas na
regido Litoral norte de Portugal.

2. Avaliar a influéncia da adequada transmissdo de imunidade passiva na
ocorréncia de diarreias.

3. Avaliar o efeito do momento da realizacdo da ordenha do colostro, forma de
administracdo do colostro, a quantidade e o0 momento de administracdo de colostro,
existéncia ou auséncia de banco de colostro e a forma de armazenamento do colostro na

eficacia da transmissdo de imunidade passiva.

2.4. Materiais e métodos

2.4.1 Estudo de campo

Foram realizadas colheitas de fezes em vitelos com diarreia (n=28), que nao
tinham sido tratados com qualquer farmaco e com inicio de sintomatologia clinica ha
menos de 48 horas. Os animais tinham entre 1 e 30 dias e eram provenientes e 15
explorac@es diferentes situadas na regido Litoral norte de Portugal (n=15).

Imediatamente a seguir a colheita das fezes, foi utilizado um teste comercial de
imunocromatografia de fluxo (Tetrastrips® - BioX Diagnostics) que permitem a
identificacdo dos principais agentes infecciosos de diarreias neonatais (Rotavirus,
Coronavirus, Escheria coli e Cryptospodium parvum) (Imagem 7). Os dados relativos a
sensibilidade e especificidade serdo referidos no capitulo de diagnostico laboratorial.

Além disso, foram realizadas colheitas de amostras de sangue venoso (n=49) a
animais da exploragdo que ndo apresentavam sintomatologia clinica de diarreia, com 0
objetivo de medir as proteinas séricas totais. Este critério foi tido em conta porque a
diarreia faz-se acompanhar de desidratacdo, contribuindo assim para um aumento do

valor real das PT séricas.
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Test Strips for detection of Rotavirus, Coronavirus,
E.coli F$ (K99) and C. parvum in bovine facees

Bio-X Diagnostics

4 x5 tests
Keep between +10°C and + 25°C at a dry place
Exp:032013 BIOK 156 Batch: TTDIING

St

-
Rotavec Corona 9§ o Intervet

Imagem 7 - Teste TETRASTRIPS BI1O K 156

2.4.2. Questionario

Utilizando a informacdo proveniente do questionario epidemiolédgico (ver Anexo
I1) realizado no estudo anterior, obtiveram-se dados sobre os procedimentos normais de
maneio do colostro nas exploragOes leiteiras em questdo, tais como 0 momento da
realizacdo da ordenha do colostro, a forma de administracdo do colostro, a quantidade e
0 momento de administracdo de colostro, existéncia ou auséncia de banco de colostro e

a forma de armazenamento do colostro.

2.4.3. Colheita e processamento das amostras

As colheitas de fezes foram realizadas em diferentes vitelos nas 15 exploragdes,
através de estimulacéo rectal, sendo recolhida uma pequena amostra das mesmas com a
ajuda de uma colher pertencente ao kit de diagnéstico utilizado. De acordo com as
instrucGes do teste, era recolhida uma colher cheia, procedendo-se de seguida a diluicdo
no soluto tampdo do kit (Imagem 9). A amostra era posteriormente acondicionada e

homogeneizada através de movimentos circulares do recipiente do kit (Imagem 8).
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Imagem 9 - Colheita de amostra de fezes, consoante as  |magem 8 — Acondicionamento correto,

indicagbes do fabricante para colheita (BioX consoante as indicacdes do fabricante

Diagnostics, 2015) para processamento das amostras (BioX
Diagnostics, 2015)

2.4.4. Diagnostico laboratorial

Para identificacdo dos agentes etioldgicos envolvidos nos animais detetados com
diarreia, foi usado um teste de imunocromatografia de fluxo (TETRASTRIPS BIO K
156), do Laboratério BioX Diagnostics. A sensibilidade e especificidade deste teste

estdo descritas na Tabela 6.

Agentes Especificidade Sensibilidade

(%) (%)

Rotavirus 100 96
Coronavirus 97,4 63,6
E. coli 94,4 82,6
Cryptosporidium 95,5 94,1

Tabela 6 - Especificacdes do teste (BioX Diagnostics, 2015)

Este teste é usado para pesquisa de antigénios, sendo que cada kit possui 4 tiras,
uma para cada agente a pesquisar (rotavirus, coronavirus, E. coli F5 e Cryptosporidium
spp.) e um recipiente com um tampédo de diluicdo. Apds homogeneizar a solucdo
tampdo com as fezes recolhidas, introduziram-se as 4 tiras simultaneamente no
recipiente do teste e com as setas voltadas para baixo e esperou-se pelo menos 10
minutos pela validacdo dos testes para se observar corretamente o resultado nas tiras

(positivo ou negativo).
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Correct Not correct

Imagem 10 — Metodologia de introducao das tiras para diagnostico (BioX Diagnostics, 2015)

Para que o reagente funcionasse corretamente a linha vermelha da tira nunca foi
submersa no tampdo (Imagem 10). Para que isso ndo acontecesse, as quantidades de
amostra colhidas (uma colher) foram respeitadas e evitou-se a excessiva
homogeneizagdo para ndo se formar espuma no interior do recipiente do teste.

A interpretacdo dos resultados foi realizada seguindo a chave disponibilizada pelo
fabricante (Imagem 11).

Imagem 11 - Chave fornecida pelo fabricante (BioX Diagnostics, 2015)

Para validar o teste, é necessario que apareca sempre uma linha vermelha superior,

denominada linha de controlo. Analisando a imagem 11, conclui-se que a presenca de
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duas linhas indica uma amostra positiva, por outro lado quando aparece apenas uma

linha que a amostra € negativa, uma vez que sé exibe a linha de controlo.

2.4.5. Definicdo das variaveis

Foram definidos como vitelos com absorc¢do de imunidade passiva adequada todos
os vitelos com proteinas séricas superiores ou iguais a 5,5g/dL, Todos os vitelos com
valores de proteinas séricas inferiores a 5,5g/dL foram definidos como tendo falha de
transferéncia de imunidade passiva.

Como exploragdes consideradas como tendo administragdo adequada de colostro
(exploragdo A) consideraram-se as exploragcbes em que a primeira toma de 2 litros
colostro era feita até as 6 horas de vida, sendo administrados mais dois litros até as 12
horas de vida. As exploracdes foram consideradas como tendo uma administracao
inadequada quando se administrava menos de 4 litros até as 12 horas (exploracdo B) ou
até as 24 horas de vida (exploragéo C).

Na variavel “momento da realiza¢do da ordenha do colostro” foram criados quatro
grupos que correspondiam a tempos de realizacdo de ordenha diferentes, sendo que o
primeiro grupo (exploragcdo A) correspondia a ordenhas de colostro realizadas antes das
duas horas pos-parto, o segundo grupo (exploracdo B) destinava-se ordenhas efetuadas
entre as duas e as seis horas pos-parto, o terceiro grupo (exploracdo C) correspondia a
ordenhas praticadas entre as seis e as 12 horas pos-parto e por fim o quarto grupo
(exploragdo D) destinava-se a ordenhas executadas ap6s as 12 horas pos-parto.

Na variavel “forma de administracdo do colostro” separaram-se as exploragoes
consoante as diferentes formas como o colostro era administrado, tendo em conta se
recorriam a alimentacdo de forma natural, mais precisamente direto do Ubere da mae
(exploracao A), se utilizavam um balde (exploracdo B), uma tetina (exploracdo C), uma
sonda esofégica (exploracdo D) ou um biberdo (exploragéo E).

Quanto a variavel “existéncia ou auséncia de banco de colostro”, separaram-se
exploracBes que possuiam banco de colostro (exploracdo A) ou ndo (exploracdo B).

Por fim, na variavel “forma de armazenamento do colostro” criaram-Se grupos para
as diferentes formas como as exploracdes inseridas no estudo armazenavam o colostro,
sendo que poderiam refrigerar (exploracdo A), congelar (exploracdo B), ambas as

formas (exploracdo C) ou ndo armazenar o colostro (exploracgdo D).
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2.4.6. Ensaio estatistico

Utilizando os dados resultantes do ensaio experimental, foi elaborada uma anélise
de frequéncias com recurso ao programa Microsoft Excel, sendo que os mesmos dados
foram utilizados para uma posterior analise univariada através do modelo linear geral do
programa R® (The R Foundation for Statistical Computing, 2013), de forma a
determinar se 0 momento da realizacdo da ordenha do colostro, a forma de
administracdo do colostro, a quantidade e o0 momento de administracdo de colostro,
existéncia ou auséncia de banco de colostro e a forma de armazenamento do colostro
poderiam ser fatores de risco para o aparecimento de diarreias neonatais.

Posteriormente, procedeu-se a criacdo de tabelas de contingéncia, nas quais foi
cruzado o nivel de transferéncia de imunidade passiva (TIP<5,5 e TIP>5,5) com as
varidveis que se pretendiam testar, anteriormente mencionadas. Para testar a
significancia da associacdo entre as variaveis, procedeu-se a utilizagdo do teste exato de
Fisher. No caso de se verificar associagao estatisticamente significativa (observada pela
significancia do teste exato de Fisher) em tabelas de contingéncia entre variaveis com
mais de duas categorias, procedeu-se a utilizacdo de testes post-hoc para averiguar quais
as categorias nas quais existe uma associacdo significativa. Os resultados foram
considerados significativos para um intervalo de confianga de 95% e para um valor de
p<0,05.

2.5. Resultados

2.5.1. Frequéncia dos agentes etiologicos

Dos 28 testes comerciais de imunocromatografia de fluxo utilizados neste estudo
experimental, 22 deles apresentaram resultado positivo para a presenca dos agentes
infeciosos em estudo.

Relativamente a prevaléncia dos 4 agentes etiologicos, esta foi estimada recorrendo
ao programa EpiR, sendo determinada a prevaléncia aparente (pa) e a prevaléncia real
(pr), observou-se que o Rotavirus foi 0 agente mais frequentemente detetado nas fezes
(pa=60,7% e n=17), seguindo-se o Cryptosporidium (pa=32,1% e n=9) e a Escherichia
coli (pa=28,6% e n=8). O agente menos frequentemente presente nas fezes foi o
Coronavirus (pa=3,6% e n=1), sendo somente detetado numa amostra (Grafico 8 e
Tabela 7).
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Agente etiologicos
detectados no teste

Gréfico 8 — Frequéncia dos quatro agentes etioldgicos pesquisados no teste (FR,% n=35)

Como o meio de diagnostico utilizado neste estudo ndo é um método de
identificacdo de agentes etioldégicos com 100% de especificidade (nem todos os animais
positivos séo de facto positivos) nem de sensibilidade (nem todos os negativos séo de
facto negativos), devera ser feito um ajustamento aquando o célculo da prevaléncia,
tendo em conta os valores de sensibilidade e especificidade fornecidos pelo fabricante
do teste, ja anteriormente referenciados (Tabela 6).

Desse modo, estimou-se a prevaléncia real na populagdo, com base nos resultados
da testagem efetuada (Tabela 7). A prevaléncia aparente indica os resultados da

aplicacdo do teste, sendo que a prevaléncia real é funcdo dos resultados do exame de

referéncia.
Agentes Prevaléncia aparente (%) Prevaléncia real (%0)
Rotavirus 60,7 51,1
Coronavirus 3,6 60,3
E. coli 28,6 53,2
Cryptosporidium 32,1 50,3

Tabela 7 - Prevaléncia aparente e Prevaléncia real do teste feito (FR,% n=22)
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Aproximadamente 64% dos resultados positivos (n=14) corresponderam a infe¢0es
simples. Nos restantes 8 testes realizados foram identificados mais que um agente em

simultaneo (Grafico 9).

Infeccao simples vs Infeccéo
mista

m [nfx simples
H Infx mista

Gréfico 9 - Frequéncias relativas a infecédo simples e infecdo mista

Dentro das infecdes mistas, verificou-se que 50 % deste tipo de infecBes (n=4)
deveram-se a associagcdes entre dois agentes, sendo portanto mais comum serem
identificados dois agentes em simultaneo do que serem identificados trés (n=3) ou até o0s

4 ao mesmo tempo (n=1) (Grafico 10).

Infec¢Oes mistas

3,5 1

2,5 -

1,5 -

2 agentes 3 agentes 4 agentes

Gréfico 10 - Frequéncia de associacdo dos agentes nas infe¢es mistas
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No que toca as associagdes mais comuns, concluiu-se que 50 % das infecdes
mistas resultaram da interacdo entre Rotavirus e Escherichia coli (n=4), seguindo-se a
associacdo Rotavirus, E.coli e Cryptosporidium spp. com 37,5 % (n=3). Por ultimo,
somente se registou uma associacao que envolvia os 4 agentes em simultaneo.

De realcar que o Coronavirus ndo foi identificado em infecdo simples, sendo

somente detetado numa infecdo mista, a qual envolvia os 4 agentes em simultaneo.

2.5.2. Colostro

Das 15 exploragOes inseridas neste estudo, registou-se que 46% realizava a
ordenha do colostro nas primeiras duas horas ap6s a vaca parir (exploragdo A), 47%
efetuava entre as duas e as seis horas pos-parto (exploracdo B) e somente 7% entre as
seis e as 12 horas ap6s o parto (exploracdo C). Ndo foram efetuados registos para
exploragdes que efetuavam ordenha do colostro além das 12 horas pés-parto (Gréafico
11).

M exploragdo A
M exploragdo B

exploragdo C

M exploragdo D

Gréfico 11 - Distribuicao das exploragdes por momento da realizacdo da ordenha do colostro (FR,
% n=15)

Verificou-se que em nenhuma das exploracbes o vitelo ingere o colostro
diretamente do ubere da maée (exploracdo A), sendo que 47% das exploragdes
administra o colostro com ajuda de um balde (exploracdo B), 20% utiliza tetina
(exploragdo C), 13% recorre a sonda esofagica (exploragdo D) e 20% usa o biberdo

(exploracao E) (Grafico 12).
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M exploragdo A -
natural

3; 20% 0; 0% M exploragdo B -
balde

exploragao C -
tetina

M exploragdo D -
. 0,
3;20% forgado

W exploragdo E -
biberdao

Gréfico 12 - Distribuicao das explorac@es pela forma de administragdo do colostro (Fr, % n= 15)

No que se refere as 15 exploracdes inseridas neste estudo, observou-se que 53%
delas administra uma primeira toma de dois litros de colostro até as seis horas de vida e
uma segunda toma, tambeém nas mesmas quantidades até as 12 horas de vida
(exploracao A). Em seguida, as explora¢es B que administram menos de quatro litros
de colostro até as 12 horas de vida (45%) e por fim 7% das exploracdes administram
uma escassa quantidade de colostro, inferior a quatro litros, até as 24 horas de vida do

vitelo (exploracéo B) (Grafico 13).

1;,7%

M exploragdo A

M exploragdo B

exploragdo C

Grafico 13 - Distribuicao das exploragdes pela quantidade e 0 momento de administragéo de
colostro (FR, % n=15)

Concluiu-se que 60% das exploracbes armazena o colostro (exploragdo A) e 0s

restantes 40% n&o armazena (exploracdo B) (Gréfico 14).
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M Exploragdo A

M Exploragdo B

Grafico 14 - Distribuicdo das exploragdes pela existéncia ou auséncia de banco de colostro (Fr,% n=
15)

Dentro das exploragbes que armazenam colostro, nenhuma delas sé refrigera
colostro (exploracdo A), 53% congela (exploracdo B) e 7% ora congela, ora refrigera

(exploracao C) (Grafico 15).

0; 0%

M Exploragdo A
M Exploragdo B

Exploragao C

1; 7% M Exploragdo D

Gréfico 15 - Distribuicao das explorac6es pela forma de armazenamento do colostro (FR, % n=15)
A distribuicdo da amostra consoante as variaveis que se pretendiam avaliar na

eficacia da transmissdo da imunidade passiva, segue em seguida num quadro-resumo

(Tabela 8).
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TIP

Falha |Adequada
(<55 | (=55
g/dL) g/dL)
| . FA 8 10
Exploragao A o 0 24.40% | 55.60%
Ordenha do . FA 18 11
colostro Exploracdo B FR, % | 62,10% | 37,90%
| . FA 2 0
Exploragao C 06 [100,00% | 0,00%
~ FA 11 18
Quantidade o | ot~ PR, % | 40,60% | 59.40%
momento de « FA 12 3
administracio | ©XP1O8%80 B e T 80.00% | 20.00%
do colostro ] FA 5 0
Exploragao C o T o170% | 8,30%
Exploracédo B FA 12 2
FR, % | 85,70% | 14,30%
. FA 4 9
Formade | Exploracdo C =g mman 200 T 60 20%
administracéao EA > 6
do colostro Exploracgio D R %% = i
Exploracdo E FA 10 4
FR,% | 71,40% | 28,60%
~ FA 17 13
Bancode | P OTR0 A e o 56 700 | 43.30%
Colostro . FA 11 8
Exploracao B o T 57.00% | 42.10%
Exploracédo B FA 8 10
FR,% | 44,40% | 55,60%
arr:;zrerrr:grggnto Exploragdo C FA d 3
do colostro FR, % 5% 25%
Exploracdo D FA 11 8
FR,% | 57,90% | 42,10%

Tabela 8 - Quadro-resumo da distribuicdo das amostras pelas variaveis que se pretendiam avaliar
na eficicia da transferéncia de imunidade passiva (TIP)

Pela realizagdo do teste exato de Fisher, ndo se verificaram diferencas
significativas na eficicia da transmissdo da imunidade passiva em funcdo do momento
da realizacdo da ordenha do colostro (p=.234), da existéncia ou auséncia de banco de

colostro (p>0,999) e da forma de armazenamento do colostro ( p=.269). A quantidade e
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momento de administragdo do colostro (p<0,001) e a forma de administracdo do
colostro (p<0,01) influenciaram significativamente a eficicia da transferéncia de

imunidade passiva (Tabela 9).

Fatores de risco p-value
Momento da realizacéo da
ordenha do colostro 0,234

Forma de administracdo de
colostro 0,004

Quantidade e momento de
administracao de colostro 0,001

Existéncia ou auséncia de
banco de colostro >0,999

Forma de armazenamento
do colostro

Tabela 9- Influéncia dos fatores de risco com o nivel de PT

0,269

2.6. Discusséo

Dos 4 agentes patogenicos causadores de diarreia que podiam ser detetados no
teste rapido utilizado, o Rotavirus foi 0 agente mais isolado (pa=60,7 % e n=17). Pelo
contrario, o Coronavirus foi o agente menos isolado (pa=3,6% e n=1). Nesta parte do
estudo, registaram-se mais infegdes simples (64% e n=14) do que infe¢des mistas (36%
e n=8). Dentro das infecBes mistas, foi mais comum ocorrer associacdo entre dois
agentes (50%), sendo que a associacdo mais comum verificada foi o Rotavirus com a
E.coli.

A detecédo de agentes, recorrendo ao tipo de teste utilizado neste estudo, apresenta
limitagdes. Devido ao facto dos agentes poderem ter padrdes de excre¢do especificos, a
detecdo com este teste podera estar condicionada. Por exemplo, o Cryptosporidium spp.
apresenta uma excrecao intermitente, o que pode influenciar o resultado deste teste.

Da amostra em estudo, obtiveram-se 22 resultados positivos para 0s quatro agentes
inseridos neste teste rapido, sendo que 6 apresentaram resultados negativos. Isto pode
dever-se a outros agentes etioldgicos envolvidos ou entdo falha do teste (falsos

negativos).
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Os imunoensaios cromatograficos de fluxo vertical cada vez mais se tornam o
“gold standard” para este tipo de diagndsticos devido a sua simplicidade, rapidez,
sensibilidade e especificidade (BioX Diagnostics, 2015). O protocolo utilizado foi o
fornecido pelo fabricante do kit.

O tempo dentro da qual se executa a primeira ordenha poés-parto € um fator
importante na transmissao de imunidade passiva, uma vez que a concentragédo de Ig no
leite diminui mesmo que a vaca nao seja ordenhada. O ideal seria que a ordenha fosse
feita 1 a 2 horas ap0s o parto, até no maximo nas 6 horas seguintes. Segundo Besser &
Gay, até as 8 horas ap6s o parto, a concentracdo deverd ser suficiente para garantir um
nivel adequado de transmissao de imunidade passiva (Besser & Gay, 1999).

Neste estudo, a analise do teste exato de Fisher revelou que ndo existe uma
associacdo significativa entre 0 momento de realizacdo da ordenha e a transmissdo da
imunidade passiva (p=.234). Assim, o facto de a ordenha realizar-se em tempos
diferentes, isto é, ordenhas de colostro realizadas antes das duas horas pds-parto,
ordenhas efetuadas entre as duas e as seis horas pos-parto, ordenhas praticadas entre as
seis e as 12 horas pos-parto e por fim ordenhas executadas apds as 12 horas pos-parto,
parece ndo alterar a qualidade do colostro, isto €, fazer variar o nivel de
Imunoglobulinas presentes e entdo condicionar a transferéncia de imunidade passiva.
Assim sendo, a variavel “momento da realizacdo da ordenha do colostro” ndo influencia
a eficécia da transferéncia da imunidade passiva definida pelo valor de PT (p>0,05).

A administracdo de colostro através de balde além de ndo ser um método
adequado, uma vez que esta associado a ocorréncia de falsos trajetos (Radostits et al.,
2007), também requer paciéncia por parte de quem administra e também pode originar
desperdicios de colostro. Num estudo citado por Corke (2010) em que foram
comparados 0os métodos de administracdo de colostro através de biberdo e de entubacgéo
esofagica (forcado) concluiu-se que ambos os métodos atingiam taxas de 100% de
eficacia na transferéncia de imunidade passiva quando eram administrados 3 litros.
Quando eram administrados 1,5 litros atingiram-se taxas de 100% pelo método do
biberdo e de 41,7% através da entubacéo esofagica. Esta diminuicdo de eficécia através
deste ultimo método foi atribuida a ndo estimulacdo da goteira esofagica e ao
consequente aprisionamento do colostro no reticulo-rimen, sendo por isso um efeito
dependente do volume administrado. A tetina, talvez por ser um método que simula

mais a forma natural dos vitelos se alimentarem quando estdo perante as suas maes,
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pode ser um método eficaz na transmissdo de imunidade passiva, tal e qual como se
concluiu neste estudo.

No que toca a forma de administracdo do colostro, através da analise do teste exato
de Fisher, foi possivel observar a existéncia de uma associacdo estatisticamente
significativa entre a forma de administracdo de colostro e a transmisséo de imunidade
passiva (p<0,01). Visto que este efeito de significancia é geral, procedeu-se de seguida a
uma analise post-hoc de modo a averiguar quais as categorias que contribuem
significativamente para o tipo de transmissdo. Para este proposito, de forma a corrigir
para as multiplas comparag6es conduzidas (controlo para erro tipo | — a probabilidade
da rejeicdo da hipo6tese nula aumenta com o numero de comparagGes efetuado), foi
efetuada uma correcdo de Bonferroni ao valor de p. Assim, o valor considerado para o
numero de comparacdes efetuado foi de p=.013 (0.05/4).

De modo a averiguar que formas de administracdo contribuiam significativamente
para o tipo de imunizagdo (PT<5,5 ou PT>5,5) foram estimados os residuos ajustados
estandardizados para cada célula. Cada um destes valores foi elevado ao quadrado, de
modo a que seguissem uma distribuicdo aproximada a distribuicdo de qui-quadrado. Por
ultimo, foi verificada a significancia (valor de p) para cada um destes valores e se esta
se situava abaixo da significancia ajustada para o0 nimero de comparacdes.

Verificou-se que as formas de administragdo “tetina” (p=.025) e “forgado”
(p=.046) estavam associadas com uma correta transmissdo de imunidade passiva. No
entanto, estas associacdes perdem significancia estatistica, quando ajustada para
comparac¢Ges multiplas (ambas estdo acima do valor calculado de p=.013). Por outro
lado, a administracdo por balde apresentou uma associacao significativa com a falha na
transmissdo de imunidade passiva (p=.011), com este resultado a manter-se significativo
apos o ajuste para comparac6es maltiplas. A administracdo por biberdo nao apresentou
significado estatistico (p=0.194) visto que nem sequer estava abaixo da significancia
n&o ajustada (p<0,05).

Tal como no estudo anterior, verificou-se que existe uma associacao significativa
entre o nivel de transmisséo passiva (PT) e a quantidade e momento de administracao de
colostro, o que cimenta a ideia de que as exploragdes deveriam realizar sempre 0
encolostramento de forma correta, de forma a prevenir futuros prejuizos econdémicos na
recria (p<0,001).

A forma como o colostro é armazenado torna-se também num ponto critico para

aferir a transmissdo de imunidade passiva, uma vez que condi¢cdes de refrigeracdo
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deficitarias podem contribuir para crescimento bacteriano e por em causa a saude dos
vitelos que ingerem esse colostro. No entanto, a forma como as exploragdes processam
o colostro depois de ordenhado ndo mostrou influenciar significativamente a eficacia da
transferéncia de imunidade passiva (p>0,05), uma vez que a andlise do teste exato de
Fisher revelou que ndo existe uma associacdo significativa entre a existéncia ou
auséncia de banco de colostro e uma eficiente transferéncia de imunidade passiva
(p>0,999) e também entre a forma de armazenamento do colostro e a transmissdao de

imunidade passiva (p=.269).

2.7. Concluséo

Dos quatro principais agentes envolvidos nas diarreias neonatais, neste estudo a
maior prevaléncia registada foi para o Rotavirus nas fezes (pa= 60,7%) seguindo-se a do
Cryptosporidium, da Escherichia coli (pa=28,6%) e do Coronavirus (pa= 3,6%), por
ordem decrescente.

Das cinco variaveis objeto de estudo, quer o “momento de administracdo em
conjugacdo com a quantidade de colostro fornecida”, quer a “forma de administracdo de
colostro” influenciaram o nivel de proteinas plasmaticas no decorrer da primeira semana
de vida (p<0,001 e p<0,01, respetivamente), sendo que o “momento da realizacdo da
ordenha do colostro”, a “existéncia ou auséncia de banco de colostro” e a “forma de
armazenamento do colostro” ndo influenciaram os valores de proteinas plasmaéticas
totais, de forma a serem considerados como variaveis influentes.

Cada vez mais, torna-se necessario incentivar e instruir os produtores a ndo
descurarem o maneio do colostro, para que no futuro ndo tenham prejuizos econémicos

na recria devido a realizacdo incorreta de encolostramento.

3. Conclusao geral

Cada vez mais, o tema bem-estar animal tem sido debatido, com vista a que se
melhorem as condi¢fes dos animais de espécies pecuarias, evitando perdas economicas
exageradas para as exploracfes, das quais fazem parte. As condi¢des de maneio
existentes antes e ap6s 0 parto sdo pontos criticos para que os vitelos iniciem o seu
crescimento de forma normal, sem atrasos, sendo que outros fatores também podem

influenciar negativamente a transferéncia de imunidade passiva.
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Com base no estudos estatistico presente nesta dissertacdo, pode afirmar-se que o
maneio do colostro efetuado nas exploracGes, mais precisamente 0 momento de
administracdo em conjugacdo com a quantidade de colostro fornecida, torna-se num
fator critico para a imunizacéo passiva dos vitelos.

Por outro lado, a identificagdo de agentes etioldgicos causadores de doenca no
periodo neonatal, pode ajudar ndo sé na criacdo de planos prevencgdo e controlo dessas
doencgas, como também na implementacgéo de praticas de maneio dos vitelos, com vista
a reducao de fatores de risco.

E necessario fazer ver aos produtores, que certas praticas de maneio e
biosseguranca existentes nas suas exploragdes ndo sdo de todo as mais corretas, sendo
necessario identifica-las e corrigi-las, para que a curto e longo prazo ndo se verifique

um efeito negativo nas performances produtivas dos animais.
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V. Anexos



Anexo | - Casuistica e atividades do estagio curricular realizado nos SVA

N° de
Casos clinicos ocorréncias em
vacas

Sistema digestivo
Indigestdo e atonia ruminal 18
Corpo estranho no rimen 3
Timpanismo ruminal em vaca 1
Deslocamento de abomaso a esquerda 90
Deslocamento de abomaso a direita 7
Ulcera abomasal 1
Dilatacdo cecal 3
Diarreia em vaca 20
Vo6lvulo da vesicula biliar 2
Abcessos intra-abdominais 1
Aderéncias abdominais 1
Hipocalcémia 10
Cetose 37
Pneumoperitoneu 1
Peritonite 3

Sistema metabdlico
Hipocalcémia 47
Cetose 75
Polioencefalomalacia 1

Sistema respiratério e cardiaco
Reticulopericardite traumatica 7
Broncopneumonia 35
Broncopneumonia vitelos 6
Sistema reprodutor e obstétrico

Torcdo Uterina 7
Ruptura uterina 1
Prolapso uterino 1
Prolapso vaginal 1
Laceracdo vaginal pos-parto 1
Perfuracdo rectal 1
Metrite puerperal 46
Retencdo de Membranas Fetais 5
Abortos 3
Partos 15
Distécias 9
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Fetotomia 1
Salpingite 1
Palpacdo transretal para DG/EG 1125
Controlo reprodutivo 56
Glandula mamaria
Edema teto 1
Mastites clinicas 19
Abcesso 1
Sistema oftalmoldgico
Queratoconjuntivite seca por Moraxella 2
Sistema locomotor
Aurtrite 3
Trauma na secdo torcica da medula 1
Trauma na secao lombar da medula 2
Fratura na secdo sagrada da coluna vertebral 1
Abcesso no tarso 1
Fratura carpal em vitelo 1
Subluxacéo patelar 1
Ferida perfurante na porcdo lateral do radio 1
Drenagem de hematoma na coxa direita 1
Ferida perfurante na face interna coxa esquerda 1
Podologia - corregdo de cascos 42
Ulcera da sola 1
Ulcera da muralha 1
Ulcera da pinca 1
Ulcera na superficie do taldo 1
Fistula da sola-talao 1
Abcesso na sola 1
Dermatite interdigital 1
Doenca da linha branca 1
Laminite 2
Tiloma (hiperplasia interdigital) 1
Papiloma interdigital 1
Aplicacdo de tacos ortopédicos 10
Profilaxia
Colheita de sangue - pesquisa IBRV, BRSV e
PI3V 25
Vacinagdo contra IBRV, BVDV, BRSV e PI3V 126
Colheita de sangue - sanidade animal 236
Desparasitacdo 180
Tuberculinizacdo 159
Colheita de sangue - pesquisa de Paratuberculose 2
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Outros procedimentos

Eutanésia 5
Gestdo econdmica de exploracdes 2
Colheita de alimentag&o para anélise nutricional 1
Necropsia 2
Prova de estabulo - qualidade de leite 2

N° de

Clinica cirargica

ocorréncias

Sistema digestivo

Omentopexia com acesso paralombar direito

(DAE) 72
Omentopexia com acesso paralombar direito
(DAD) 7
Laparotomia exploratdria 5
Total 84
Sistema reprodutivo
Cesareana 5
N° de
Casos clinicos ocorréncias em
vitelos
Sistema digestivo
Peritonite 1
Timpanismo 1
Abomasite 1
Indigestdo 2
Diarreia neonatal 4
Outros procedimentos
Herniorrafia umbilical 1
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Anexo Il - Questionario epidemiolodgico utilizado em ambos os estudos

Nome Exploragdo Aptiddo  leite/carne
Freguesia Vacas lactagdo
Concelho Vacas secas

Maneio do colostro
|Ordenha do colostro |< 2 h pds parto |< 6 h pds parto |< 12 h pds parto |> 12 h pds parto I

|Administraq50 colostro |natural |balde |tetina |forcado |

2| até 6 h posparto + 2 | até as 12 h pdsparto
Quantidade <4|até as 12 h pdsparto
< 4|até as 24 h pdsparto

|Avaliag§o qualidade do colostro Isim | nao |
Banco de colostro sim nao |
refrigerado
congelado

Avaliagdo transferéncia imunidade passiva

Vitelo Mae Parto
[dent M/F PPT  |datanasc| idade | ident | primip | multip |CCorporall Normal | assistidofacil | distocia
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Anexo 111 - Poster Cientifico premiado nas XV Jornadas da Associagdo Portuguesa

de Buiatria, 2013

XV Jornadas da Associacao Portuguesa de Buiatria

u&évora

UNIVERSIOADE DE £VORA-

24,25 e 26 de Maio de 2013, ihavo

Rvaliacdo da transferéncia da imunidade
passiva em vitelos de leite

Concurso de Posters Cientificos Para Estudantes de Me

ina Veterina

Seidi, J.2
aEstagiario de Medicina Veterinaria, Universidade de Evora,
Herdade da Mitra — Valverde, 7000-083 Evora

1. Introdugao

Os mecanismos de defesa de um vitelo, aquando do nascimento, ndo estdo ainda completamente
funcionais, uma vez que o seu sistema imunitario apesar de estar desenvolvido, s6 atinge a maturidade
por volta dos 6 meses de idade (4). Alem disso, uma vez que o tipo de placenta (sindesmocorial)
presente nos ruminantes impede a transmissdo de imunoglobulinas e de células de linha branca, os
vitelos nascem agamaglobulinémicos (3,8).

Deste modo, torna-se fundamental para o vitelo, nas primeiras horas de vida, ingerir colostro de boa
qualidade, em quantidade adequada e no intervalo de tempo em que a absorgao das imunoglobulinas se
encontra nos niveis adequados: Transferéncia de imunidade passiva (2,3). A aferi¢do da transferéncia da
imunidade passiva pode ser realizada através da determinagédo das proteinas plasmaticas totais no soro
sanguineo, estando estas fortemente correlacionadas com o nivel de gamaglobulinas séricas (7).

Age thouns)
Grafico 1 - Evolugao da eficiéncia aparente de sbsorgao de IgG (AEA) com o
decorrer do tempo apos o nascimento do vitelo [adaptado de Quigley et a, (6)]

2. Objetivos

Com este estudo pretendeu-se avaliar o estado imunitario de vitelos analisados e verificar se ocorreu
ou ndo transmissdo de imunidade passiva adequada. Recorrendo a analise dos dados estatisticos
obtidos, pretendeu-se avaliar também o efeito de variaveis que possam influenciar o nivel de
transmissdo de imunidade passiva, tais como: o sexo dos vitelos, a paridade das maes ¢ o momento de
administragdo em conjugagdo com a quantidade de colostro fornecida.

3. Materiais e métodos

3.1. Estudo de campo

Em 34 exploragdes leiteiras da regido de Entre Douro e Minho 3) e Aveiro (n=1), foram colhidas
amostras de sangue venoso (n=105), efectuadas somente em visitas de clinica ambulatéria e avencas
reprodutivas. Além disso, realizou-se um questionario epidemiologico aos responsaveis das
exploragdes com o objectivo de registar os procedimentos normais de maneio, que se realizam
normalmente apés o nascimento dos vitelos.

3.2. Colheita e processamento das amostras
As amostras de sangue foram colhidas da veia jugular recorrendo a tubos de vacuo sem
anticoagulante, entre as primeiras 24 horas e 7 dias de vida. Apés formagdo do coagulo sanguineo, os
tubos de sangue foram centrifugados a 3000g/min durante 15 minutos até 24h apés a sua colheita.
Relativamente a determinacdo das proteinas plasmaticas totais no soro, esta foi realizada com
recurso a um refractémetro clinico manual, Zuzi Modelo 50303122 (Série ECO) com compensagdo
automatica de temperatura (10-30° C), a temperatura ambiente (£20°C) (1,5).

3.3. Ensaio Estatistico

Com os dados resultantes do ensaio experimental, foi elaborada uma anélise de frequéncias com
recurso ao programa Microsoft Excel, sendo que os mesmos dados foram utilizados para uma posterior
anélise univariada através do modelo linear geral do programa R, de forma a determinar se o sexo dos
vitelos, a paridade das mées e o momento em conjugagdo com a quantidade de colostro administrado
poderiam ser considerados factores de risco associados a transmissdo de imunidade passiva,
recorrendo para tal ao teste de Fisher.
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4, Resultados obtidos

Na analise de risco efectuada para determinar as variaveis relacionadas com a transmissao de

nidade passiva, constatou-se que a significdncia estatistica de “sexo dos vitelos” e “paridade das
miaes” foi de P=0.13 e de P=0.15, respectivamente. Por outro lado, para 0 momento de administragdo, em
conjugagdo com a quantidade de colostro fornecida, obteve-se uma significincia estatistica de P<0,001.

5. Conclusao

Este estudo demonstrou que somente 41% (n=43) dos vitelos analisados se encontravam com
adequados niveis de IgG, acima dos 5,5 gldL, apesar de 50% (n=17) das exploragdes visitadas referirem
que administram quantidades de colostro adequadas e atempadamente na fase pés-nascimento.

Das trés variaveis objecto de estudo, somente o momento de administragdo em conjugacdo com a
quantidade de colostro fornecida influenciou o nivel de proteinas plasmaticas no decorrer da primeira
semana de vida (P<0.001). Por outro lado, o sexo dos vitelos e a paridade das maes nao influenciaram os
valores de proteinas plasmaticas totais de forma a serem considerados como variaveis de influéncia
(P>0,05).
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