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Resumo

O presente relatério de estagio foi desenvolvido no &mbito do Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria da Universidade de Evora.

O relatdrio de estagio encontra-se dividido em trés componentes principais. Na primeira aborda-
se a casuistica observada ao longo do estagio curricular, na segunda uma breve revisao bibliografica
sobre o tema “Agentes transmitidos por carracas causadores de doenca em bovinos: Anaplasma
spp., Babesia spp., Ehrlichia spp. e Theileria spp.”, € na Ultima a descri¢éo e discussdo da pesquisa
destes agentes em bovinos assintomaticos na ilha de Sdo Miguel, Agores. Do nosso conhecimento,
a presente pesquisa permite-nos fazer a primeira referéncia a agentes transmitidos por ixodideos a
bovinos no Arquipélago dos Agores, nomeadamente: Theileria orientalis e Anaplasma bovis; e a

primeira referéncia a Anaplasma bovis em Portugal.

Palavras-chave: bovino; clinica; hemoparasitas; Theileria orientalis; Anaplasma bovis

Clinic and Surgery in livestock species - Research of agents
transmitted by ixodids in asymptomatic cattle from Sao Miguel

Island, Azores

Abstract

The present report was developed in the context of Integrated Master’'s Degree in Veterinary
Medicine from the University of Evora.

This report is divided into three main parts. The first one focuses on the clinical cases and the
activities developed throughout the period of the internship, whereas the second constitutes a brief
literature review on “Agents transmitted by disease-causing ticks in cattle: Anaplasma spp., Babesia
spp., Ehrlichia spp. and Theileria spp.”. The last one pertains to the description and discussion of the
research on these agents in asymptomatic cattle from the Sao Miguel Island, in the Azores. To our
knowledge, the present research is the first reference to agents transmitted by ixodids to cattle in the
Azores archipelago, namely: Theileria orientalis and Anaplasma bovis. It is also the first reference to

Anaplasma bovis in Portugal.

Keywords: cattle; clinical; hemoparasite; Theileria orientalis, Anaplasma bovis
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1. Introducéo

Como é referido no ponto 3° do artigo 4° do Cédigo Deontolégico Médico-Veterinario o
exercicio da atividade de Médico Veterinario “traduz-se em a¢fes que visam o bem-estar e sadde
animal, a conservacdo, o melhoramento e a gestdo do patriménio, incluindo o da fauna selvagem,
a salvaguarda da saude publica e protecdo do meio ambiente”, podendo desenvolver-se em
acoes no ambito da sanidade, clinica de animais, higiene publica, produgdo e melhoramento
animal, entre outras. Deste modo, o estagio curricular do curso de Medicina Veterinaria visa
possibilitar a aprendizagem, treino e aprofundamento de conhecimentos numa area especifica
da Medicina Veterinaria, neste caso na area da clinica e cirurgia de espécies pecudarias.

O presente relatério tem como objetivo apresentar a casuistica observada, bem como as
diferentes atividades desenvolvidas ao longo do estagio curricular efetuado para termino do
Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria.

O estéagio curricular foi dividido em dois locais distintos; tendo decorrido na Associagédo
Agricola de S&o Miguel e Cooperativa Unido Agricola (AASM-CUA), entre os dias 2 de setembro
e 30 de outubro de 2019, e na VetAl— Complexo Veterinario do Alto Alentejo, entre 6 de
novembro de 2019 e 28 de fevereiro de 2020.

Na AASM-CUA durante as nove semanas de estagio foi feito o acompanhamento
de médicos veterinarios que realizavam maioritariamente servico de clinica e cirurgia bovina,
com o intuito de adquirir competéncias nessa mesma area, foi também seguido um
dos médicos veterinarios responsaveis pelo servigo de assisténcia reprodutiva.

Na VetAl durante as 17 semanas de estagio realizou-se o acompanhamento dos médicos
veterinarios responsaveis pelos animais de producéo e equinos, tendo sido desenvolvidas todas
as tarefas relacionadas com essas espécies, de profilaxia, assisténcia reprodutiva e clinica
médica e cirdrgica.

Numa segunda parte deste trabalho foi desenvolvida uma revisao bibliografica sobre o tema:
“Agentes transmitidos por carracas causadores de doenga em bovinos: Anaplasma spp., Babesia
spp., Ehrlichia spp. e Theileria spp.”; e na terceira foi incluido um estudo de caso: pesquisa de
agentes transmitidos por ixodideos em bovinos assintomaticos na ilha de Sdo Miguel,
Acores. Neste estudo pretendeu-se pesquisar agentes transmitidos por carracas e identificar as
espécies presentes em 103 amostras provenientes de animais de dez exploragfes na ilha de
S&o Miguel, Acores.



2. Relatério de estagio

2.1 Local de Estéagio

A AASM-CUA foi fundada em 1975, com o objetivo de representar os agricultores da
respetiva ilha. Atualmente presta diversos servigcos aos seus socios, tais como: servicos de
saude animal, de assisténcia médico-veterinaria, de sanidade animal, de podologia bovina e
farmécia; servicos na area da qualidade do leite, visitas a exploracéo, laboratério e consultoria;
servigos de melhoramento animal, contraste leiteiro e registo no Livro Genealdgico. Possui um
sub-centro de inseminacéo artificial, servico de emparelhamento, servi¢o de reproducéo e centro
de transferéncia embrionaria; servicos no setor da carne, sendo que a AASM-CUA possui uma
exploracéo para recria e engorda de bovinos; possui uma fabrica de alimentos (Ragdes Santana),
com servicos de nutricdo; servigos nas areas comerciais, sec¢do de maquinas e equipamento
de ordenha e agricolas, loja agricola e armazém, servigos de apoio e vulgarizacéo ao agricultor
nas pastagens e forragens, oficina; possui um parque de exposicdo e restaurante; mercado
agricola; servicos de formacao profissional e servicos de contabilidade e projetos.

A VetAl foi fundada em 2003, tendo originado um Centro de Atendimento Médico-
Veterinario, a 11 de novembro de 2005. Foi fundada com o objetivo de proporcionar um servigo
médico-veterinario abrangente e inovador na regido do Alto Alentejo. Possui servigos no ambito
dos animais de companhia, equinos e animais de producéo, tendo por base a satisfacéo das
necessidades clinicas dos animais, bem como controlo e gestdo reprodutiva da
exploracé@o. Possui para tal ao seu dispor trés veiculos moéveis, o que lhe permite executar os
servigos relativos as espécies pecuarias e equinos e domicilios de animais de companhia. O
complexo veterinario esta equipado com diversos equipamentos aptos na satisfacdo das
necessidades de imagiologia (ecografia e raio-x), hemogramas, andlises bioquimicas, entre
outros. Além do servico clinico presta também servigos de higiene e estética animal, tais como,
banhos e tosquias a animais de companhia. Existe também uma parceria com a empresa VetAl —
Eventos, onde estdo incluidos o Centro Hipico do Alto Alentejo e o Hotel Canino VetAl.

Nos Acores existe essencialmente um regime de producdo de bovinos de aptidéo leiteira
em pastoreio, existindo produgdes em sistemas intensivo e extensivo. A alimentacdo dos
animais baseia-se maioritariamente num sistema de pastagem, sendo que devido a escassez de
alimento em determinados periodos do ano os animais sdo suplementados essencialmente com
silagem de milho e feno-silagem. Os efetivos sdo na sua maioria pequenos e familiares.

Por outro lado, no Alentejo destaca-se um regime extensivo, essencialmente de producéo
de bovinos de aptidao creatopoiética, pequenos ruminantes e suinos, cuja alimentacdo esta
dependente da pastagem, mas também da suplementacdo com fardos de palha ou feno e de
concentrados de manutengéo. Além dos efetivos em extensivo, existem também alguns efetivos
intensivos, essencialmente, de engorda de bovinos. Ao contrario do que acontece nos Agores 0s

efetivos no Alentejo sdo de elevadas dimensdes.



Na ilha de S&o Miguel, os principais problemas que surgem ocorrem devido ao mau maneio,
falta de registos e a caréncia em determinados nutrientes. Também o relevo acidentado da ilha
por vezes proporciona o aumento da prevaléncia de determinados casos clinicos. Assim, a clinica
predomina sobre a profilaxia, acabando por ser fundamentalmente uma clinica de urgéncia.

Por outro lado, no Alentejo as intervengdes médico-veterinarias sdo essencialmente no
ambito profilatico, devido ao tamanho elevado dos efetivos e modo de producdo. Existe assim
um maior controlo por parte das exploracdes, apesar do regime extensivo em que 0s animais se
encontram; deste modo, a maioria dos casos clinicos que ocorrem tém urgéncia em ser
resolvidos.

2.2 Casuistica

Ao longo das 26 semanas de estagio foram registados todos os procedimentos efetuados,
nas diferentes areas e espécies, na aplicacdo Memento Database®, com o objetivo de efetuar
um relatério de estagio completo.

A casuistica do relatério esta dividida em cinco areas: medicina preventiva e profilaxia,
clinica médica, clinica cirdrgica, exames complementares de diagndstico e controlo reprodutivo
em espécies pecuérias. Além destas areas sera também abordada a casuistica em assisténcia
a equideos e exames iniciais em montarias. As fotografias apresentadas foram tiradas durante o
periodo de estagio. Deste modo, os procedimentos efetuados serdo apresentados na forma de
tabelas, com frequéncias absolutas (Fa) e relativas [Fr(%)], e de graficos, elaborados no
programa Microsoft Excel®. Serdo também abordados de uma forma mais extensa
procedimentos com maior relevancia.

No Gréfico 1 pode-se observar a casuistica referente ao estdgio efetuado na AASM-CUA,
num universo de 745 bovinos intervencionados nas diferentes areas, dos quais 80,27%
corresponderam a animais adultos. Como se pode concluir 39% das intervengbes foram
efetuadas no ambito do controlo reprodutivo, no entanto, é de destacar os 33% que ocupa a
clinica médica, uma vez que foi o principal objetivo do estagio.

No Gréfico 2, esta detalhada a casuistica referente ao estagio na VetAl, o qual foi dividido
em diferentes espécies, como esta demonstrado no Grafico 3, onde se destaca a espécie bovina,
65%, e de seguida a espécie ovina, 28%. Em relacdo a casuistica observada destaca-se a
medicina preventiva e profilaxia, 96%, os niUmeros apresentados sdo muito discrepantes uma
vez que a medicina preventiva e profilaxia correspondem a medicina de grupo, pelo que poderiam
ser contabilizados por grupo em vez de individuo. De seguida, destacam-se as intervencdes
efetuadas no &mbito do controlo reprodutivo, 3%, e da clinica médica, 1%, num total de 8823
animais.

Em relagcdo a casuistica observada é importante referir que existem mais casos do que
animais, uma vez que alguns animais possuiam mais do que um diagndstico; nem todos o0s casos
diagnosticados apresentam tratamento, uma vez que alguns animais foram eutanasiados e a

casuistica apresentada refere-se apenas aos casos acompanhados.
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Gréfico 1: Distribuicéo da casuistica observada em bovinos por area de intervengéo na componente AASM-

CUA, em frequéncia absoluta e relativa (%), (n = 769).
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Gréfico 2: Distribuicdo da casuistica observada nas diferentes espécies por area de intervengdo na
componente VetAl, em frequéncia absoluta e relativa (%), (n = 20081).
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Gréfico 3: Distribuicdo dos nimeros de animais intervencionados, por espécie, na componente VetAl, em

frequéncia absoluta e relativa (%), (n = 8823).

2.2.1 Medicina preventiva

Na primeira parte do estagio, efetuada na AASM-CUA, néo foi acompanhada nenhuma acao

de rastreio oficial, uma vez que a equipa médico-veterinaria se encontra dividida por funcées.

Apenas foram acompanhados médicos veterindrios da area da clinica médica e da area da



reproducdo animal. Deste modo, todas as ac¢des de profilaxia efetuadas, estédo englobadas na
profilaxia facultativa. As colheitas de sangue foram efetuadas no &mbito da pesquisa de agentes
transmitidos por ixodideos em bovinos assintomaticos na ilha de Sao Miguel, Acores, pelo que
n&do constam no grafico 1.

Na segunda parte do estagio, efetuada na VetAl, a area que se destaca em termos de
frequéncia na casuistica € a medicina preventiva e profilaxia, uma vez que as exploragfes na
regido do Alentejo sdo maioritariamente exploracdes de aptiddo creatopoiética em extensivo,
onde a profilaxia impera perante o tratamento.

Na

Tabela 1 estdo descritas as a¢fes efetuadas no &mbito da profilaxia e medicina preventiva.

Tabela 1: Distribuicao das intervencdes de profilaxia e medicina preventiva, consoante o local de estagio e
espécie, em frequéncia absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%), (n = 19560).

‘ VetAl
N - 0 e R0 R F00.
Vacinacao 147 50,34 | 4812 24,97 4959 | 25,35
Desparasitacéo 2 0,68 3918 20,33 3920 @ 20,04
Prova de
) o 0 0,00 2583 13,42 2583 | 13,21
Bovinos intradermotuberculinizacéo
Colheita de sangue 103 35,27 | 1696 @ 8,80 1696 | 9,20
Ocisao de emergéncia 21 7,19 0 0,00 21 0,11
Colheita de tronco encefalico | 19 6,51 0 0,00 19 0,10
Vacinagao 0 0,00 2277 11,82 2277 11,64
Desparasitacao 0 0,0 2097 10,88 2097 | 10,72
Ovinos Colheita de sangue 0 0,00 843 4,38 843 4,31
Identificacdo ou
) - 0 0,00 149 0,77 149 0,76
reindentificacéo
Vacinagao 0 0,00 320 1,60 320 1,64
Desparasitacao 0 0,00 320 1,66 320 1,64
Caprinos | Colheita de sangue 0 0,00 43 0,22 43 0,22
Identificacdo ou
) N 0 0,00 11 0,06 11 0,06
reindentificacdo
Suinos Vacinagao 0 0,00 199 1,03 199 1,02
Total 292 100 19268 100 19560 | 100

No ambito da medicina preventiva e profilaxia as acdes efetuadas destinam-se ao grupo e

ndo ao individuo, pelo que a contencdo dos animais é de extrema importancia para facilitar a



execucdo de cada procedimento. No caso da ilha de Sdo Miguel, muitos dos efetivos néo
possuem cornadis, pelo que os procedimentos de vacinacdo tendem a ser executados aquando
da ordenha; por outro lado, quando se trata de vacinacéo de vitelos, sao feitas individualmente,
consoante a idade e destino de cada animal, nos compartimentos de cada vitelo, como se pode
observar nas Figura 1 e Figura 2. No Alentejo devido ao elevado nimero de animais por efetivo
e para facilitar o maneio dos mesmos, a maioria dos procedimentos eram realizados em mangas
de contencdo, como esta demonstrado na Figura 3, ndo s6 os procedimentos de medicina

preventiva, como também outros procedimentos de clinica médica de modo a garantir a

seguranca dos operadores e dos animais, tanto em bovinos, como em ovinos e suinos.

w0 A

Figura 1: Vitelo em caixa de |gr 2: Vitelo e artient d Figura 3: Oveas em manga

madeira individual. cimento. de contengéo.

2.2.1.1 Rastreio Oficial

Consideram-se agbes de rastreio oficial todas as intervencdes sanitarias efetuadas com
base no programa nacional de salde animal, como € descrito na Portaria n. °178/2007,
nomeadamente os planos de erradicacdo de tuberculose e brucelose, plano de vigilancia de
leucose e 0 plano de vigilancia, controlo e erradicacdo da lingua azul. Assim, as ac¢des de
saneamento tém como funcéo a classificacdo sanitaria de cada exploracéo.

O Decreto-Lei n. ©272/2000 estabelece as normas técnicas da execucao do programa de
erradicagao da tuberculose bovina, o Decreto-lei n. °©244/2000 estabelece as normas técnicas de
execucado do programa de erradicagdo da brucelose, o Decreto-Lei n.° 79/2011 estabelece as
normas técnicas da execucdo do programa plurianual de vigilancia da leucose bovina e, por fim,
o Edital n.° 53 de 2020 estabelece as normas epidemiologicas e profilaticas, no ambito do
controlo e combate a lingua azul ou febre catarral ovina, com base no programa nacional de
vigilancia e erradicacao da lingua azul de 2018.

Assim, no caso dos bovinos, as acdes profilaticas obrigatérias sédo a colheita de sangue,
para rastreio de brucelose e leucose (programa de \vigilancia) e a prova
de intradermotuberculinizacdo comparada (IDT), sendo que além de ambos o0s testes

serem executados aquando do saneamento anual do efetivo, sdo efetuados como testes de pré-



movimentacdo (TPM), como estd previsto no Decreto-Lein.°157/98, ou em casos
de reinspecges de brucelose e tuberculose. As colheitas de sangue foram efetuadas a partir da
veia coccigea mediana, sendo posteriormente 0 sangue enviado para um laboratério autorizado
pela Direcdo Geral de Alimentacdo e Veterinaria (DGAV), para que seja efetuada a prova
serologica Rosa Bengala, devendo ser efetuado a todos os animais com mais de 12 meses de
idade. No caso da IDT comparada, consiste na administracao de 0.1 mL de tuberculina aviaria
e bovina, por via intradérmica, na tabua do pescoco, com um distanciamento de cerca de 10 cm.
Antes da inoculagéo procede-se a tricotomia dessa mesma zona e a medi¢do da prega de pele
utilizando um cutimetro, Figura 4. A leitura do teste é feita apés 72 horas, sendo que séo
registadas todas as alteracdes das medicdes, como esta demonstrado na Figura 5. O teste deve

ser realizado a todos os animais com mais de 42 dias.

Figura 4: Medicdo com  Figura 5: Reacdo positiva no
cutimetro de reacgdo positiva no local de inoculagdo da

local de inoculagdo da  tuberculina mamifera.
tuberculina mamifera.

No caso dos pequenos ruminantes as colheitas de sangue, para rastreio de brucelose, foram
feitas a partir da veia jugular externa, sendo colhido sangue de 25% das fémeas em idade
reprodutiva, ou de todas, caso o efetivo seja menor que 50 animais, de todos os machos com
mais de 6 meses e de todos 0s novos animais inseridos no rebanho desde o Gltimo controlo.

Em relacdo a lingua azul, a vacinacéo obrigatdria do efetivo ovino reprodutor adulto e dos
jovens destinados a reproducgéo é a medida adotada para controlar a doenga nas zonas onde se
tém verificado indicios de circulacéo viral, como é descrito no edital em vigor.

A identificacdo animal esta descrita no Decreto-Lei n. ©°142/2006, onde foi criado o Sistema
Nacional de Informacéo e Registo Animal (SNIRA). No caso dos bovinos a sua identificacdo tem
de ser executada até aos 20 dias de idade, pelos detentores dos animais, pelo que ndo constam
na casuistica. No caso dos ovinos e caprinos a identificacdo consta da casuistica uma vez que
a colocacao dos bolos eletronicos e dos brincos foi frequentemente feita pelo médico veterinario,

até aos 9 meses de idade (no caso de exploragdes em sistemas extensivo).



Todas as atividades efetuadas foram registadas no Programa Informatico de Satude Animal
(PISA), onde existe registo individual de cada intervengéo.

Além das acbes profilaticas estdo também referidas as recolhas de tronco
encefalico e ocisdes de emergéncia efetuadas em bovinos na AASM-CUA.

As recolhas de tronco encefalico foram feitas de modo a aplicar o programa de vigilancia,
controlo e erradicagdo daencefalopatia espongiforme bovina (EEB), cujas regras estado
estabelecidas no Regulamento da Comissdo Europeia n. ©999/2001 de 22 de maio e suas
alteracfes. No seguimento da vigilancia ativa devem ser avaliados todos os bovinos com idade
superior a 48 meses de determinados grupos especificos de animais, nomeadamente: bovinos
sujeitos a abate especial de emergéncia, bovinos com sinais clinicos de doenga (que ndo EEB)
e bovinos mortos na exploracao, transporte ou abegoaria. Na Regido Auténoma dos Acores a
recolha dotronco encefalico para aavaliagdo da presenca de EEBé efetuada por servigcos
médico-veterinarios de campo, como esta descrito na Portaria n. °77/2011 de 13 de setembro
publicada no Jornal Oficial da Regido Auténoma dos Acores pela Secretaria Regional da
Agricultura e Florestas.

E permitida a occisdo de emergéncia por médicos veterinarios no estabelecimento de
producgdo primaria, de forma a garantir o bem-estar animal, de animais feridos ou doentes, com
dor e sofrimento, de modo a minimizar o transporte de cadaveres de animais nas vias
publicas. Sendo que é atribuida uma comparticipagao financeira aos operadores econémicos
pela occisédo de emergéncias destes animais, de modo a diminuir os encargos e prejuizos de tal
pratica, segundo a Portaria n. °111/2018 de 15 de outubro publicada no Jornal Oficial da Regido
Autonoma dos Acores pela Secretaria Regional da Agricultura e Florestas.

2.2.1.2 Profilaxia Facultativa

Todos os procedimentos de profilaxia que ndo facam parte dos planos de controlo e
erradicacdo de doencas sdo consideradas acdes facultativas.

Quando se efetuaram saneamentos anuais, foi feita a vacinacdo contra enterotoxémias e
uma das desparasitacbes. As vacinas utilizadas estdo descritas na Tabela 2. A escolha
das vacinas utilizadas foi feita com base nos problemas de cada exploracéo, pelo médico
veterinario em conformidade com o detentor da exploracao.

Foram também feitas vacinacdes contra mastites e sindrome respiratério bovino
(SRB), doencas que serdo abordadas posteriormente. Bem como contra o mal rubro, em suinos,
e a clamidiose, em ovinos.

As desparasitacdes internas em bovinos foram feitas essencialmente utilizando ivermectina

e clorsulon, lvomec F®, ou ivermectina, Virbamec® ou Paramectin 1%®, nas doses de 200 pg/kg

por via subcutdnea, ou doramectina, Dectomax Pour-On®, na dose de 500 ug/kg, por via

percutanea.



Em vitelos, foi também utilizado fenbendazol, Panacur 2,5%®, na dose de 5mg/kg, por via
oral. Em casos de suspeita de coccideas foi utilizado diclazuril, Vecoxan®, em cabritos e
borregos, na dose de 1 mg/kg, e em vitelos, toltrazuril, Baycox Bovis 50 mg/mL®, na dose 15
mg/kg, por via oral.

No caso dos ovinos foi utilizado moxidectina e triclabendazol, Cydectin TriclaMox 1mg/mL +
50mg/mL®, na dose de 0,2 mg/kg de moxidectina e 10 mg/kg de triclabendazol, por via oral, ou
mebendazol e closantel sddico di-hidratado, Seponver Plus (75mg + 50mg)®, na dose de 10
mg/kg de closantel e 15 mg/kg de mebendazol, por via oral.

Para caprinos, foi utilizado eprinomectina, Eprinex Pour On 5mg/mL®, na dose 1mg/kg, por

via cutanea, ou moxidectina e triclabendazol.

Tabela 2: Tabela resumo das vacinas utilizadas para imunizacdo contra agentes infeciosos.

\w[ Substancias ativas \M i Espécies

Escherichia coli inativada
StartVac® Staphylococcus aureus estirpe SP 2mL Intramuscular Bovinos
140

Virus Respiratério Sincicial Bovino
inativado

Virus inativado da Parainfluenza-3 5mL Subcutanea Bovinos

Mannheimia haemolytica Al, inati-
vada

Virus inativado da Rinotraqueite
Infeciosa Bovina

Virus inativado da Diarreia Viral Bo-
vina

Virus Respiratorio Sincicial Bovino 4 mL
inativado

Virus inativado da Parainfluenza-3

Mannheimia haemolytica inativada

Pasteurella multocida inativada

Virus inativado da Rinotraqueite
Infeciosa Bovina

Virus inativado da Diarreia Viral Bo- 3mL
vina

Virus da Parainfluenza-3 inativado

Toxoide beta e épsilon de Clostridium
perfringens

Toxoide de Clostridium septicum

Toxoide de Clostridium tetani

Toxoide de Clostridium novyi 2mL Subcutanea Ovinos

Células de Clostridium chauvoei e to-
xoide equivalente

Células mortas de Mannhemia
haemolytica e Pasteurella trehalosi

Toxoide alfa, beta e épsilon de
Clostridium perfringens tipo A, B, Ce D 2 mL Ovinos

Toxoide de Clostridium novyi
Multivac 9% Toxoide de Clostridium septicum Subcutanea
Toxoide de Clostridium tetani
Toxoide de Clostridium sordellii
Anacultura de Clostridium chauvoei

Bovilis
Bovipast RSP®

Intramuscular ou
subcutanea

®

Respibov Bovinos

Intramuscular ou
subcutanea

Hiprabovis

Bovinos
4 Plus®

Heptavac
P Plus®

4 mL Bovinos




Bravoxin 10®

Toxoide alfa de Clostridium
perfringens tipo A

Toxoide beta de Clostridium
perfringens tipo Be C

Toxoide épsilon de Clostridium
perfringens tipo D

Cultura completa de Clostridium
chauvoei

Toxoide de Clostridium novyi

Toxoide Clostridium septicum

Toxoide de Clostridium tetani

Toxoide Clostridium sordellii

Toxoide Clostridium haemolyticum

1mL

2mL

Subcutanea

Ovinos

Bovino

Enterovina®

Anatoxina épsilon de Clostridium
perfringens tipo D

Anacultura e anatoxina de
Clostridium perfringens tipo A

Anacultura de Clostridium sordellii

Pasteurella multocida tipo |

3abmL

5a10mL

Subcutanea

Ovinos
Caprinos

Bovinos

Syvazul BTV®

Virus da lingua azul inativado, séroti-
posl,4e8

2 mL

Subcutanea

Ovinos

4 mL

Intramuscular

Bovinos

Ovilis
Enzovax®

Chlamydophila abortus viva atenuada,
estirpe ts 1B

2 mL

Intramuscular ou
Subcutanea

Ovinos

Ruvax®

Erysipelothrix rhusiopatiae, serotipo 2

2 mL

Intramuscular

Suinos

Prequenza TE®

Virus da influenza equina das estirpes
Alequine-2/South Africa/4/03 e
Alequine-2/Newmarket/2/93

Toxoide tetanico

1mL

Intramuscular

Equinos

2.2.2 Clinica médica

Na clinica médica destaca-se o estagio efetuado na AASM-CUA, como se pode observar

no gréafico Grafico 4; a maioria dos casos descritos sdo referentes a espécie bovina.

No estagio efetuado na AASM-CUA existe um total de 252 casos clinicos observados,

enguanto no realizado na VetAl existe um total de 110 casos, discrepancia esta devido ao tipo

de producgdo em cada local.
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Gréfico 4: Distribuicdo da casuistica observada na area da clinica médica na ASSM-CUA e na VetAl, em
frequéncia absoluta e relativa (%), (n = 362).
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2.2.2.1. Sistema Respiratério

O sistema respiratorio é dos sistemas com maior numero de casos clinicos observados (68
casos) como se regista na Tabela 3. Sdo mencionados alguns aspetos importantes sobre o
sistema respiratério dos bovinos, uma vez que a casuistica apresentada nas restantes espécies
€ reduzida.

A casuistica observada apresenta elevados valores uma vez que o estagio curricular
decorreu especialmente durante os meses de outono e inverno, com elevada pluviosidade e
oscilacdes de temperatura.

As doencas respiratorias dos bovinos séo frequentes e graves por razdes fisiologicas e de
maneio, nomeadamente: capacidade respiratéria relativamente pequena em relacdo as suas
necessidades metabdlicas, pelo que pequenas perdas de parénquima pulmonar funcional
resultam num enorme impacto; a frequéncia respiratoria é elevada o que facilita o transporte de
aerossois; a velocidade de transporte pelo aparelho muco-ciliar é relativamente lenta, quando
comparada com outros animais do mesmo tamanho e de espécies diferentes; os septos
interalveolares apresentam uma espessura elevada e uma elasticidade reduzida, prejudicando a
recuperagao de processos inflamatorios devido a compartimentagéo; a arvore brénquica € muito
estreita e os alvéolos terminam em fundo saco no final dos bronquiolos; os pulmdes possuem
poucos macrofagos alveolares; suscetibilidade acrescida a Mannheimia haemolytica (Stilwell,
2013).

Tabela 3: Distribuicdo dos casos de clinica médica referentes ao sistema respiratério, consoante local de
estagio e espécie, em frequéncia absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%) (n = 68).

VetAl

Fa | Fr(%) Fa Fr(%) Fa | Fr (%)

Pneumonia em vitelos 16 45,71 | 26 78,79 42 61,76

Bovinos | Pneumonia em animais adultos | 18 51,43 | 5 15,15 23 33,82
Inflamacao da traqueia em vitelo | 1 2,86 0 0,00 1 1,47
Ovinos Pneumonia 0 0,00 |2 6,06 2 2,94
Total 35 100 33 100 68 100

A SRB é o maior problema de saldde bovina em todo o mundo, com elevadas perdas
econdmicas. A SRB é uma sindrome multifatorial envolvendo agentes infeciosos, fatores
ambientais e comprometendo o sistema imunitario, englobando um conjunto de doencas
respiratérias dos bovinos: pneumonia, broncopneumonia, febre do transporte, pasteurelose
pneumonica, pleuropneumonia fibrinosa, rinite, traqueite, bronquite, entre outros (Hartel et al.,
2004; Grissett et al., 2015; Lomillos & Alonso, 2019).
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Os principais agentes relacionados com SRB séo: virus da parainfluenza tipo 3 (PI-3), virus
da diarreia viral bovina (BVD), virus da rinotragueite bovina (IBR), virus respiratério sincicial
bovino (BRSV), Mannheimia haemolytica, Mycoplasma bovis, Pasteurella multocida e Histophilus
somni. Além destes agentes existem também agentes parasitarios e fungicos. Estes agentes
podem interagir entre eles, com uma reacdo inflamatdria ou alérgica para desencadear a
sintomatologia completa da doencga (Grissett et al., 2015; Lomillos & Alonso, 2019).

Os agentes patogénicos virais causam infecdes primarias que provocam sinais clinicos de
SRB suaves, suprimem o sistema imunitério levando a infe¢cdes secundarias bacterianas, sendo
gue estes sao inalados para os pulmdes, podendo entédo aderir e colonizar a superficie pulmonar
(Griffin et al., 2010; Grissett et al., 2015). Entre os sinais clinicos encontram-se: inapeténcia,
tosse, corrimento nasal de diversa indole, dispneia, depressao e uma sindrome febril (Lomillos
& Alonso, 2019). A persisténcia de sinais clinicos, como tosse e dispneia, sdo sugestivos de mau
prognéstico, devido a fraca capacidade dos bovinos em recuperarem a funcionalidade do pulmao
afetado (Stilwell, 2013). A leséo mais carateristica € uma broncopneumonia ou pneumonia de
caréter fibroso (Lomillos & Alonso, 2019).

A incidéncia e gravidade da doenca dependem dos fatores relacionados com o animal, das
condi¢Bes ambientais, do maneio prévio e atual, e a presenca e difusdo de determinados agentes
infeciosos (Trivifio, 2016).

Quando observados os dados da Tabela 3, em relagdo a AASM-CUA, existe uma
semelhanca entre os casos de pneumonia em vitelos e em pneumonia em bovinos adultos; por
outro lado, quando comparados 0s casos clinicos observados na VetAl existe uma elevada
guantidade de casos em vitelos, uma vez que se trataram de casos provenientes de uma engorda
de bovinos. Estima-se que 20-40% dos animais que entram na engorda apresentardo sinais
clinicos compativeis com SRB e necessitardo de tratamento médico (Trivifio, 2016). Deste modo,
o tratamento efetuado em grupo foi diferente do tratamento efetuado a animais individuais.

O tratamento de SRB pode dividir-se em etiol6gico (antibiéticos) e sintomatico (anti-
inflamatérios) (Trivifio, 2016). Na AASM-CUA, no caso dos vitelos os antibiéticos utilizados foram:
florfenicol (Nuflor® 300mg/mL , na dose 20 mg/kg, por via intramuscular) ou amoxicilina e colistina
(Amoxycol® , na dose 10 mg/kg de amoxicilina e 25000 Ul/kg de sulfato de colistina, por via
intramuscular), no caso de animais adultos era utilizado amoxicilina com acido clavulanico
(Noroclav®, na dose 7 mg/kg de amoxicilina e 1,75 mg/kg de acido clavulanico, por via
intramuscular). Na VetAl, em caso de pneumonia o antibiético mais utilizado foi a tulatromicina
(Draxxin® 100 mg/mL, na dose 2,5 mg/kg, por via subcutanea). Em relagéo aos anti-inflamatdrios
utilizados, recorreu-se ao uso de anti-inflamatérios ndo esteroides mais frequentemente, como
meloxicam (Metacam® 20mg/mL, na dose 0,5 mg/kg, por via subcutdnea ou endovenosa) ou
carprofeno (Rimadyl® 50 mg/mL, na dose, 1,4 mg/kg, por via subcutanea), em casos mais graves
recorreu-se ao uso de dexametasona (Dexafort®, na dose de 0,0264 mg/kg de fosfato sodico de
dexametasona e 0,0534 mg/kg de fenilproprionato de dexametasona, por via intramuscular).
Deste modo, um exame fisico cuidado e completo é de extrema importancia na escolha do
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tratamento adequado. Também a aptiddo do animal, devido aos intervalos de seguranca a
cumprir, € de extrema importancia no momento da escolha de farmacos a administrar, uma vez
gue elevados intervalos de seguranca levam a grandes perdas, especialmente em bovinos de
caréter leiteiro, dado que o leite tem de ser eliminado durante varios dias; igualmente, 0 maneio
dos animais importa no momento de escolha de farmacos, uma vez que, para animais em
extensivo nem sempre € possivel a repeti¢do de tratamentos, pelo que farmacos de dose Unica
sdo muitas vezes escolhidos.

A vacinacao é de extrema importancia para a diminuicdo da SRB, de modo a garantir o bem-
estar animal e a produtividade ideal dos animais (Schumaher et al., 2019). Assim, muitos efetivos,
tanto na ilha de S&o Miguel como no Alentejo, séo vacinados contra agentes que provoguem
SRB, utilizando vacinas referidas na Tabela 2, para ndo s6 evitar o aparecimento de sinais
respiratérios, como também de outros sinais causados pelos mesmos agentes, como por

exemplo, sintomatologia reprodutiva ou digestiva.

2.2.2.2. Sistema Digestivo

Observando a Tabela 4 conclui-se que os casos mais frequentes foram de sindrome diarreia
neonatal (51,65%), pelo que é o tema abordado em maior pormenor, bem como, gastroenterite
em bovinos adultos (17,58%).

Tabela 4: Distribuicdo dos casos de clinica médica referentes ao sistema digestivo, consoante local de
estagio e espécie, em frequéncia absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%) (n = 91).

Sindrome diarreia neonatal 30 4478 17 70,83 47 51,65
Gastroenterite em bovinos

14 20,90 2 8,33 16 17,58
adultos
Acidose 6 8,96 0 0,00 6 6,59
Dilatac&o intestinal 3 448 | 0O 0,00 3 3,30
Suspeita de corpo estranho 3 448 | 0O 0,00 3 3,30

) Timpanismo espumoso 3 4,48 0 0,00 3 3,30
Bovinos

Deslocamento de abomaso a

2 2,99 0 0,00 2 2,20
esquerda (DAE)
Suspeita de torcao intestinal 2 2,99 0 0,00 2 2,20
Timpanismo gasoso 1 149 |1 4,17 2 2,20
Deslocamento de abomaso a

1 1,49 0 0,00 1 1,10
direita (DAD)
Faringite 1 1,49 0 0,00 1 1,10
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Intoxicacéo por nitratos 1 1,49 0 0,00 1 1,10
Ovinos | Gastroenterite 0 0,00 |1 417 1 1,10
Caprinos | Gastroenterite 0 0,00 3 12,50 3 3,30
Total 67 100 24 100 91 100

As mortes de vitelos durante o periodo neonatal sdo um dos problemas de maior importancia
nas exploracdes de bovinos, sendo que as diarreias séo consideradas a principal causa de perda
de produtividade e de perdas econdmicas em bovinos de aptidao creatopoiética. Sdo conhecidos
multiplos agentes patogénicos causadores, ou que contribuam para o desenvolvimento de
diarreias neonatais, sendo que a severidade e a progressédo da doenca dependem de fatores
ambientais e das praticas de maneio. Deste modo, o facto de ser uma doenga multifatorial torna-
a de dificil controlo, que deve ser baseado na compreensédo da complexidade da doenca, sendo
importante o diagnostico da origem da diarreia de forma a que o tratamento seja adequado;
podem ser utilizados testes rapidos para diagnosticar o agente infecioso em questéo, como esta
demonstrado na Figura 6. Os fatores envolvidos na ocorréncia de diarreia neonatal sdo: maneio
do vitelo recém nascido, imunidade do vitelo e stress ambiental ou contamina¢fes (Cho & Yoon,
2014; Ok et al., 2020).

Na Tabela 5 estdo enumerados os agentes causadores de diarreias neonatais, a idade em

gue afetam os vitelos e o tipo de diarreia causada.

Tabela 5: Agentes, idade em que s&do mais provaveis e tipo de diarreia neonatal (Adaptado de Stilwell,
2013).

Agente LEGENGIER) Tipo de diarreia ‘
E. coli (ETEC) 1-5 Hipersecrec¢éo (toxina com efeito osmético)
Cryptosporidium spp. 7-21 Mé-absorcéo (atrofia das vilosidades)
Coronavirus 7-15 Mé-absorcéo (atrofia das vilosidades)
Rotavirus 7-21 Destruicao da parede = M& absorcéo

(provavelmente também hipersecretora = toxina)

Clostridium spp. >15 Hipersecretora (contetdo hiperosmotico)
Salmonella spp. Variavel >7 Mista, mas mais por ma-absorcéo
Alimentar Variavel Hiperosmética. Alérgica.
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Uma vez que a evolugdo das diarreias ; :
nos neonatos pode ser rapida, um diagndstico '
precoce tem especial importancia, ndo so
para que se consiga fazer um tratamento
efetivo nos animais infetados, mas também
para que o médico veterinario e o produtor

consigam alcancar estratégias de maneio de

forma a minimizar prejuizos (Cho & Yoon, i
Figura 6: Teste rapido para diarreias positivo a
2014). Cryptosporidium sp..

O controlo efetivo das diarreias neonatais pode ser baseado em trés pontos principais: claro

conhecimento das carateristicas dos agentes patogénicos; vantagens e desvantagens dos
métodos de diagndstico; maneio vaca-vitelo correto (Cho & Yoon, 2014).

O tratamento efetuado, na maioria dos casos, foi um
tratamento sintomatico, baseado num exame fisico cuidado,
como esta demonstrado na Figura 7. Deve ter-se em atencéo
sinais de: desidratacéo, acidose, febre, presenca de reflexo de
succao, estado alerta do animal, sinais de endotoxemia ou a
presenca de outros sinais clinicos, tais como: alteracbes
respiratérias, claudicacéo, sinais de dor ou sinais neurolégicos. O
tratamento deve ser efetuado com base na distingdo entre

diarreia infeciosa e diarreia alimentar.

Os tratamentos efetuados basearam-se em fluidoterapia (@ CEVIE 20 | g
Figura 7: Realiza¢do de exame

endovenosa, utilizando Lactato de Ringer, soro enriquecido em _ = . e
fisico em vitelo com diarreia.

vitaminas, minerais e aminoacidos (Duphalyte® ou Neatox®) e

bicarbonado de sédio, ou fluidoterapia oral, com entubacgéo nasograstrica; utilizaram-se saquetas
de nutrientes e eletrolitos. Em relagdo a terapéutica anti-inflamatoria, foi utilizado essencialmente
meloxicam, ou flunixina meglumina (Fynadine 50 mg/mL®, na dose de 2,2 mg/kg, por via
endovenosa ou intramuscular), em casos de auséncia de desidratagcdo. Por fim, em relacdo a
antibioterapia, os antibioticos mais utilizados foram sulfadozina e trimetoprim (Gorban 24%®, na
dose de 15 mg/kg, por via endovenosa ou intramuscular) e enrofloxacina (Baytril 100 mg/mL®,

na dose de 5 mg/kg, por via endovenosa ou subcutanea).

15



Além das diarreias em vitelos, destacaram-se também as gastroenterites em animais
adultos. A sua origem pode ser variada, de origem alimentar ou infeciosa, parasitaria, virica ou
bacteriana (Stilwell, 2013). Muitos d

levaram a uma suspeita de

paratuberculose, devido aos
sinais clinicos apresentados
pelos animais, tais como:
diarreia cronica, quebra na
producdo, baixa condicdo
corporal, diarreia profusa e
aguosa, edema submandibular,
sinais compativeis com a

doenca, como se pode

. . Figura 8: Vaca com diarreia Figura 9: Vaca com edema
observar nas Figura 8 e Figura ,quosa e profusa. submandibular.

9.

A paratuberculose é provocada pelo bacilo Mycobacterium avium subespécie
paratuberculosis (McAloon et al., 2019). A maioria das novas infe¢fes ocorre pela via fecal-oral,
embora a infecdo seja possivel por outras vias. Os vitelos nascidos de vacas soropositivas
mostraram 6,6 vezes maior possibilidade de serem soropositivos em comparacéo com os vitelos
nascidos de vacas soronegativas. A taxa de infecdo num efetivo normalmente é muito alta, no
entanto, a mortalidade néo ultrapassa 1% anual, sendo que a doenca subclinica afeta 10-20%
do efetivo. Apds a confirmacdo da doengca nos animais, estes devem ser eliminados da
exploracdo; caso nao seja possivel, deve tentar baixar-se os niveis de infecao, prevenir novas
infecbes e aumentar a resisténcia a doenca; devem também aumentar-se as medidas de
biosseguranca da exploracéo e fazer testes serolégicos sucessivos e frequentes (Fecteau, 2018;
Stilwell, 2013).

Nas diarreias em adultos além de um tratamento semelhante ao que era feito em vitelos,
eram também adicionadas leveduras de Saccharomyces cerevisiae, capsulas de TriStart®, e
saquetas de alimento complementar dietético para a reducgéo do risco de acidose, Omasin®, ou
um preparado, Rumen-Bovisal®.

Os casos de acidose observados ocorreram em bovinos de carater leiteiro, como é mais
comum, devido a sua alimentacgao rica em alimento concentrado. Embora a alimentag&o rica em
concentrado seja a principal causa de acidose ruminal em bovinos leiteiros, ocorre também em
vacas de pastagem (Oetzel, 2017). O aumento de energia na alimentacdo dos animais prejudica
a estratificagdo ruminal, leva a que exista uma menor mastigacdo dos alimentos e
consequentemente a uma diminui¢do da producgédo de tampéo salivar, a diminui¢do da motilidade
das paredes do rimen e a mistura dos contetdos ruminais (Humer et al., 2018).

Os casos de timpanismo foram observados na ilha de Sdo Miguel. O timpanismo espumoso
ocorre essencialmente durante a adaptacao do bovino a pastagens, devido as alteragdes na
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velocidade de transito alimentar ou da producdo de saliva (Stilwell, 2013). Os casos de
timpanismo gasoso ocorrem devido a incapacidade de eructar e libertar o gas contido no rimen
(Foster, 2017).

Nos casos de suspeita de torcdo intestinal os animais ndo possuiam fezes na ampola retal,
apresentavam-se inquietos e demonstravam sinais de dor. Os animais observados foram
encaminhados de imediato para matadouro, uma vez que o tratamento cirdrgico ndo era opg¢ao.

Os deslocamentos de abomaso incluidos na casuistica de clinica médica foram casos em
gue ap6s uma segunda observagéo do animal (12-24 horas depois), 0 abomaso se encontrava

na sua posicao anatémica normal.

2.2.2.3. Sistema Reprodutor

Ao observar-se a Tabela 6 verifica-se que o caso clinico mais frequente foi a retencdo das
membranas fetais (RMF) (33,82%), seguindo-se de distocia (30,88%) e metrite (14,71%), em
bovinos.

No caso das distocias foram mais abundantes no estagio efetuado na VetAl, uma vez que
os efetivos visitados eram de aptiddo creatopoiética, sendo mais frequente o surgimento de
distocias devido a desproporcdo feto-materna, em especial em animais primiparos (Funnell &
Hilton, 2016).

Tabela 6: Distribuicdo dos casos de clinica médica referentes ao sistema reprodutor, consoante local de
estagio e espécie, em frequéncia absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%) (n = 68).

VetAl

Fr (%) Fa @ Fr (%) Fa | Fr (%)
Retencéo das membranas fetais
21 43,75 | 2 10,00 23 33,82
(RMF)
Distocia 8 16,67 | 13 65,00 21 30,88
Metrite puerperal 9 18,75 1 5,00 10 14,71
_ Endometrite 4 833 |0 0,00 4 5,88
Bovinos .
Torcao uterina 2 4,17 2 10,00 4 5,88
Laceracao vaginal 2 4,17 | 0 0,00 2 2,94
Aborto 1 208 |0 0,00 1 1,47
Clamidiose (em rebanho) 0 0,00 1 5,00 1 1,47
Distocia 0 0,00 1 500 1 1,47
Caprinos | Metrite puerperal 1 2,08 0 0,00 1 1,47
Total 48 100 20 100 68 100

Considera-se RMF quando estas ndo foram expelidas 12 horas apés o parto. A RMF leva a

enormes perdas especialmente na industria leiteira, uma vez que afeta o potencial de produgéo
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e compromete o seu futuro reprodutivo (Pathak et al., 2015). Considera-se que a incidéncia em
bovinos leiteiros varia entre 3 a 12%. A expulsdo das membranas fetais € um processo
inflamatério na juncdo Utero-placenta, a ativacdo da resposta imunitaria materna contra as
membranas fetais desempenha um papel importante na separacdo das mesmas, ocorrendo um
afluxo de células imunitarias, um aumento da expressdo e secrecdo de citoquinas pro-
inflamatérias e remodelacdo dos tecidos (Boro et al., 2014; Boro et al., 2015). Os fatores
predisponentes para que ocorra RMF mais frequentemente apontados sdo: imunodepressdo
(devido a stress, balanco energético negativo ou caréncia em anti-oxidantes, como selénio e
vitamina E, por exemplo); traumas e isquemia (por fetos grandes, partos gemelares, distocias ou
manobras obstétricas); falta de maturacéo da placenta (por aborto ou partos precoces); lesdes
placentarias de origem infeciosa (por Brucella spp.) (Stilwell, 2013). A RMF é um fator de risco
para uma subsequente cetose, deslocamento de abomaso ou mastite (Imhof et al., 2019).

A RMF ndo deve ser considerada uma doenca, mas sim um fator predisponente para
metrites puerperais. Assim, a ocorréncia de metrite pos-parto depende de uma série de fatores
gue afetam a acdo dos mecanismos de resisténcia. Os fatores predisponentes ao aparecimento
de metrite sdo: stress, balango energético negativo, cetose, agentes infeciosos, parto distécico e
aborto, também a hipocalcemia subclinica favorece o aparecimento de metrite uma vez que
atrasa a involucéo uterina, permitindo a acumulacao de fluidos. Os agentes mais frequentemente
envolvidos em metrites puerperais sdo: coliformes, bactérias anaerobias (tais como:
Fusobacterium necrophorum, Prevotella melaninogenicus e Clostridium spp.) e Trueperella
pyogenes (Stilwell, 2013).

Em ambos os casos o tratamento efetuado baseou-se na utilizac@o de anti-inflamatérios,
nomeadamente meloxicam ou flunixina meglumina; antibioterapia, ampicilina (Albipen 100 mg /
mL LA®, na dose 15 mg/kg, por via intramuscular); suplementagdo com selénio e vitamina E
(Selbion®, cerca de 0,06 mg/kg de selénio e 15 mg/kg de vitamina E, por via intramuscular) e
fluidoterapia em casos de sinais de endotoxemia.

Parto distécico é definido como o parto em que ocorre alguma alteragcao da sua evolugao
natural, especialmente na fase de expulsédo (Stilwell, 2013). As principais causas de distocia séo:
despropor¢cado materno-fetal, posi¢cdo anormal do feto, estenose vulvar, vaginal ou cervical, tor¢do
uterina ou inércia uterina. Algumas das consequéncias dos partos distécicos sdao: aumento da
morbilidade e mortalidade do vitelo e da vaca, reducéo da fertilidade e subsequente aumento do
intervalo entre partos (Funnell & Hilton, 2016).

No caso dos partos distécicos acompanhados na AASM-CUA além de manobras obstétricas
eram utilizadas cordas para retirar os vitelos, utilizando a forca do homem, uma vez que se
tratavam de vitelos de menores dimensdes; no caso dos partos distécicos acompanhados na
VetAl recorria-se ao uso do extrator obstétrico.

Apbs a extracdo do vitelo a maioria das vacas foi medicada com anti-inflamatério, flunixina

meglumina, ou em casos de lesdo nervosa, dexametasona; antibioterapia, normalmente
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oxitetraciclina (Oxymicin LA 300mg/mL®, na dose de 30 mg/kg, por via intramuscular); sendo
suplementada com selénio e vitamina E.

Como ja foi referido, no Alentejo com as producfes extensivas, a medicina de grupo tem
uma importancia especial, pelo que o caso referido como “clamidiose (em rebanho)” refere-se a
um rebanho de ovinos com sintomatologia abortiva, que foi confirmado como Chlamydia abortus
laboratorialmente. Apés a confirmacg&o foram vacinados com Ovilis Enzovax®, vacina referida na
Tabela 2, todos os animais em que o parto ja tinha ocorrido e todos cujo diagnéstico de gestacao
por ecografia foi confirmado como negativo; os animais com diagnéstico de gestagdo positivo

foram tratados com oxitetraciclina, na dose de 30 mg/kg, por via intramuscular.

2.2.2.4. Glandula mamaéria
A maioria dos casos observados relativamente & glandula mamaria sédo referentes ao
estagio na AASM-CUA, uma vez que os efetivos visitados eram maioritariamente de aptiddo

leiteira, como consta na Tabela 7.

Tabela 7: Distribuicdo dos casos de clinica médica referentes a afecdes da glandula mamaria, consoante
local de estagio e espécie, em frequéncia absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%) (n = 38).

VetAl

Mastite clinica 28 875 |2 33,33 30 78,95
Bovinos | Obstrucdo do canal do teto 2 6,25 | 0 0,00 2 5,26

Trauma e edema do Ubere 2 6,25 |0 0,00 2 5,26
s Mastite clinica 0 0,00 1 16,67 1 2,63

Obstrucéo do canal do teto 0 0,00 1 16,67 1 2,63
Caprinos | Mastite clinica 0 0,00 2 33,33 2 5,26

Total 32 100 6 100 38 100

Mastite é a designacao dada a inflamac&o da glandula maméria resultante da invaséo por
algum agente patogénico, alérgico ou trauma fisico (Ashraf & Imran, 2018). As mastites
representam a doenca contagiosa economicamente mais importante em vacas de aptidao
leiteira, quer pela diminuicdo da producéo de leite, pelos custos veterinérios e pelo leite que tem
de ser desperdicado durante o tempo de tratamento e intervalos de seguran¢a, sendo uma
doenca dolorosa para os animais (Krémker & Leimbach, 2017; Ashraf & Imran, 2018; Simdes et
al., 2019).
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As mastites sdo mais frequentemente reconhecidas na sua
forma clinica, definida pela presenca de uma alteracao visivel do
leite, como é demonstrado na Figura 10. O leite proveniente de um
quarto com mastite clinica pode ser aguado ou espessado e
descorado com sangue, pus, ou coagulos, na Figura 11 sao
observadas diferentes apresenta¢ces do leite proveniente de

quartos com mastite clinica (Jones, 2016).

Animais com mastite clinica podem apresentar alteracdes

. , o, . Figura 10: Leite de mastite
visiveis no Ubere, bem como apresentar sinais sistémicos, tais ¢jinica.

como, febre, desidratagdo, fraqueza e inapeténcia (Jones, 2016). Na figura Figura 12 observa-

se um edema ventral resultante de uma mastite provocada por Escherichia coli.

»

Figura 11: Leite de mastite clinica Figura 12: Edema ventral devido a
hemolitica. mastite provocada por Escherichia coli.

No caso das mastites subclinicas ndo existem sinais visiveis no Ubere nem no leite, sendo
diagnosticadas através de: teste californiano de mastites (TCM) ou contagem de células
sométicas (CCS) (Ashraf & Imran, 2018). O TCM é efetuado através da colocacgédo de cerca de 2
mL de leite e 2 mL de reagente em cada po¢o da raquete, consoante o quarto, agita-se levemente
e avalia-se visualmente a alteracdo da viscosidade ao fim de cerca de 45 segundos, caso o
resultado seja negativo a mistura permanece liquida sem evidéncia de formar precipitado; caso
seja positivo, classifica-se em trés niveis: no primeiro forma-se um precipitado distinto, mas sem
tendéncia a formacédo de gel, no segundo, a mistura engrossa imediatamente ocorrendo a
formacao de gel e com o movimento, as misturas tendem a mover-se em direcdo ao centro, por
fim, no terceiro forma-se um gel distinto que tende a aderir ao fundo da raquete e forma-se um
pico central durante os movimentos (Kandeel et al., 2018). Considera-se que um valor superior
a 200 000 células somaticas/mL de leite indica que um ou mais quartos estao infetados (Royster
& Wagner, 2015).

As mastites bovinas séo caraterizadas por serem uma doenca multifatorial, influenciada pelo
hospedeiro, pelo agente patogénico (na maioria dos casos, bacteriano), bem como, por fatores
ambientais (Krémker & Leimbach, 2017; Simdes et al., 2019).

20



As bactérias que causam mastite mais frequentemente sdo classificadas como agentes
contagiosos e agentes ambientais; 0s agentes contagiosos séo transmitidos de vaca para vaca,
no momento da ordenha, e os agentes ambientais sdo aqueles cujo reservatério € no ambiente
dos bovinos (Royster & Wagner, 2015). Na Tabela 8 estdo mencionados 0s principais agentes

contagiosos e ambientais causadores de mastites.

Tabela 8: Agentes causadores de mastite (Adaptado de Blowey & Edmondson, 2010).

Agentes contagiosos Agentes ambientais

Staphylococcus aureus Streptococcus uberis

Streptococcus agalactiae Escherichia coli
Staphylococcus coagulase-negativa Citrobacter

Streptococcus dysgalactiae Coliformes Enterobacter
Corynebacterium bovis Klebsiella

Mycoplasma Pseudomonas aeruginosa

Bacillus cereus
Bacillus licheniformis
Streptococcus faecalis
Fungos

Leveduras

Quanto mais cedo a doenga for identificada menores seréo os danos provocados (Ashraf &
Imran, 2018).

Nos casos acompanhados, o tratamento efetuado foi decidido com base no aspeto
macroscoépico do leite, numa diferenciagdo entre a suspeita de agentes gram-negativos e gram-
positivos envolvidos e consoante 0s sinais sistémicos apresentados.

Os tratamentos consistiram na utilizacdo de antibiético parenteral e local, anti-inflamatério
e, em casos mais graves de fluidoterapia. Em casos em que existia a suspeita de mastite por
agentes gram-positivos os antibidticos parenterais utilizados eram: benzilpenicilina procaina e
dihidroestreptomicina (Pendistrep®, na dose de 12000 Ul/kg de benzilpenocilina e 15 mg/kg de
dihidroestreptomicina, por via intramuscular), penetamato (Mamyzin Parenteral®, na dose de 15
mg/kg, por via intramuscular) ou amoxicilina e colistina. Os antibiéticos intramamarios utilizados
foram: penicilina G procaina, penicilina G potéssica, estreptomicina com hidrocortisona
(Penicilina Mista®), penetamato, dihidroestreptomicina, framicetina com prednisolona (Mamyzin
Injetor®), ou cefapirina e prednisolona (Mastiplan®). O anti-inflamatdrio utilizado foi flunixina
meglumina. Em casos mais graves foi utilizada fluidoterapia, nomeadamente soro salino
hipertonico e soro enriguecido em vitaminas, minerais e aminoacidos. No caso das mastites por
agentes gram-negativos, o antibiético sistémico utilizado era: marbofloxacina (Forcyl®, na dose

10mg/kg, por via endovenosa), sendo que o antibidtico utilizado por via intramamaria era
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cefapirina e prednisolona. O anti-inflamatorio utilizado foi meloxicam. Nos casos de suspeita de
mastite por agentes gram-negativos foi sempre utilizada fluidoterapia devido ao risco de
endotoxemia.

2.2.2.4.1. Avaliacdo de ordenha

Foram efetuados quatro servicos de acompanhamento de ordenha, onde o objetivo era:
apos a andlise do contraste leiteiro (normalmente, de exploragfes com valores de CCS elevados)
e assisténcia da ordenha, avaliar a rotina de ordenha, avaliar alguns animais e recolher amostras
asséticas para posterior cultura e teste de sensibilidade aos antibiéticos (TSA), de modo a
encontrar possiveis problemas que pudessem ser corrigidos, melhorando o desempenho da
exploracdo. Os procedimentos relacionados com os servicos de acompanhamento de ordenhas
estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9: Distribuicdo das intervengdes efetuadas durante avaliacdes de ordenha, na AASM-CUA, em
frequéncia absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%) (n = 78).

‘ Fa Fr (%)

Teste Californiano de Mastites (TCM) 41 52,56

) Recolhas asséticas de leite 28 35,9

Bovinos . : =

Reunido para entrega de relatério de avaliagéo . o
de ordenha ’
Servico de acompanhamento de ordenhas 4 5,13
Total 78 100

Nos Acores a maioria das exploracdes possui 0s seus efetivos na pastagem durante todo o
dia e nem todas as exploracdes possuem salas de ordenha fixas, Figura 13, pelo que muitas
possuem maquinas de ordenha moveis, tal como a mostrada na da Figura 14. Deste modo, os
relatérios efetuados, com o objetivo de melhorar a rotina de ordenha, devem ser executados
individualmente avaliando as condic6es de cada exploracdo, de forma a obter-se um plano
exequivel.

Normalmente, os proprietarios apresentavam uma lista de “vacas problema”. Eram
consideradas “vacas problema” vacas com mastite clinica e vacas que apresentassem CCS altas
durante mais do que dois contrastes leiteiros seguidos. A esses animais era feita uma recolha
assética de uma amostra de leite do quarto que apresentasse elevada CCS, avaliado a partir do
TCM.
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Figura 13: Sala de ordenha fixa.

Figura 14: Maquina de ordenha movel.

Nos Agores, as praticas de segregacéao, ou ordenha no final, de vacas com mastite ou que
apresentem altos niveis individuais de CCS, estdo bem implementadas, de forma a minimizar a
CCS dos tanques, principalmente por razées econdémicas e legais (Azevedo et al., 2016), sendo
gue, normalmente estes eram 0s animais avaliados.

Durante a assisténcia das ordenhas registavam-se todos os procedimentos executados
pelos operadores, bem como todos os cuidados de higiene que os mesmos possuiam, como por
exemplo, a utilizagéo de luvas, ou a desinfe¢do de tetinas entre animais. Os animais s&o

pontuados consoante a higiene do Ubere, a limpeza da ponta do teto e a hiperqueratose do teto.

Pontuac3o: 1 Pontuac3o: 2 Pontuacdo: 3 Pontuac3o: 4

Figura 15: Escala de pontuacgéo da higiene do Gbere (Adaptado de Ruegg, 2002).

Na avaliacdo de higiene dos animais utilizava-se uma escala como a da Figura 15. Na
pontuacdo um os animais encontravam-se livres de sujidade, na pontuagcdo dois os animais
encontravam-se levemente sujos, com cerca de 2 a 10% de superficie de area conspurcada, na
pontuacao trés 0os animais encontravam-se moderadamente sujos, com cerca de 10 a 30% de
area conspurcada e, por fim, na pontuagéo quatro 0s animais encontravam-se muito sujos, com

mais de 30% da superficie conspurcada (Ruegg, 2002).
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Pontuac3o: 1 Pontuacdo: 2 Pontuacdo: 3 Pontuag3do: 4

Figura 16: Escala de pontuacéo da limpeza da ponta do teto (Adaptado de WestfaliaSurge, 2006).

A pontuacgéo da limpeza da extremidade do teto era feita ap6s a higieniza¢do executada
pelo ordenhador, imediatamente antes da colocagéo das tetinas, utilizando papel toalha, como
esta demonstrado na Figura 16. Na pontuacdo um 0s animais encontravam-se limpos, sem
sujidade, estrume ou liquidos utilizados na higienizagdo; na pontuacdo dois, 0s animais
apresentavam liquidos sujos da sua higienizagdo incorreta, ndo possuiam sujidade ou estrume;
na pontuacao trés existia uma pequena quantidade de sujidade e estrume; por fim, na pontuagéo
guatro existia uma grande quantidade de sujidade e estrume (WestfaliaSurge, 2006).

A omisséo da limpeza do teto esta relacionada com a contagem bacteriana total do leite
(Gleeson et al., 2016).

Pontuagdo: 1 Pontuag3o: 2 Pontuag3do: 3 Pontuag3do: 4

Figura 17: Escala de pontuacao do grau de hiperqueratose do teto (Adaptado de Mein et al., 2001.)

Por fim, era feita a pontuacao da hiperqueratose da ponta do teto, como é demonstrado na
escala da Figura 17. Na pontuacdo um a extremidade do teto encontrava-se normal sem anel
em redor do orificio do canal do teto; na pontuacéo dois encontrava-se um anel elevado e liso ou
ligeiramente aspero, sem folhas de queratina; na pontuacao trés encontrava-se um anel aspero,
elevado, com folhas de queratina antigas isoladas, a partir do orificio, com um a trés milimetros
de tamanho; nesta categoria incluiam-se algumas falhas na integridade epitelial; por fim, na
pontuacao quatro, a extremidade do teto encontrava-se muito aspera com um anel elevado com
folhas de queratina com mais de quatro milimetros, conferindo a extremidade do teto um aspeto
“florido” (Mein et al., 2001).

De seguida, executava-se a limpeza da ponta do teto utilizando &lcool etilico a 96%, e era
feita a recolha assética de uma amostra de leite, como esta demonstrado nas Figura 18 e Figura
19.
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Apé6s a recolha, o material era transportado para o laboratério onde se procedia a
identificagdo do agente e execucdo do TSA, como é demonstrado na Figura 20. Por fim,
contactava-se o proprietario e aconselhava-se o tratamento mais adequado para os animais,
consoante os resultados obtidos.

Figura 18: Limpeza da ponta Figura 19: Recolha Figura 20: Teste de

do teto utlizando alcool assética de amostra de sensibilidade aos antibi6ticos.
etilico a 96%. leite.

Assim, como é descrito numa revisdo efetuada por Ashraf & Imran (2018), sobre o
diagnostico de mastites, para a obtencdo de animais saudaveis devemos comecar por executar
um exame fisico completo, identificando os sinais clinicos e alteragdes de comportamento, de
seguida deve ser feito um teste de identificacdo de mastite, como TCM ou CCS, e identificado o
agente patogénico, de modo a alcancar um tratamento adequado as mastites.

Segundo um estudo de Kuipers et al. (2016) os principais motivos de utilizacdo de
antibiéticos sdo a manutencdo e a restauracdo da saude do Ubere, sendo que o uso de
antibidticos na producdo animal é responsavel por contribuir para o aumento da resisténcia
bacteriana aos antibiéticos em humanos. Assim sendo, a realizacao de TSA permite-nos realizar
um tratamento de forma consciente e direcionada ao agente em causa. Por outro lado, a
diminui¢do da incidéncia da doenca (através do controlo de novas infegdes) leva-nos a uma
diminuicdo da utilizacdo de antibidticos (Krémker & Leimbach, 2017), pelo que a avaliacdo de
ordenhas e consciencializacdo dos ordenhadores através da entrega de relatérios com normas

a seguir € um processo de extrema importancia.

2.2.2.5. Sistema Metabdlico

Na Tabela 10 observa-se uma maior incidéncia de casos de hipocalcemia (45,83%) e de
cetose (50%), pelo que serdo os casos abordados, sendo casos referentes a AASM-CUA.
As doencas referidas séo doengas comuns do pos-parto de bovinos de aptiddo leiteira, pelo

gue o produtor estd alertado para tal, sendo que muitos deles j&a atuam de forma preventiva.
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Tabela 10: Distribuicdo dos casos de clinica médica referentes ao sistema metabdlico, consoante local de
estagio e espécie, em frequéncia absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%) (n = 24).

Fr (%) Fa Fr (%) Fa | Fr (%)
Hipocalcemia 11 47,83 0 0,00 11 45,83
Bovinos | Cetose clinica 9 39,13 | 0 0,00 9 37,50
Cetose sub-clinica 3 13,04 | O 0,00 3 12,50
Ovinos | Toxemia de gestacao 0 0,00 |1 100,00 1 4,17
Total 23 100 1 100 24 100

O decubito em animais de aptiddo leiteira é geralmente causado por hipocalcemia, no
entanto, outras causas podem estar na sua origem, tais como: hipomagnesemia, leséo
musculoesquelética, cetose, hipofosfatemia, mastite, ou outras infecdes (DeGaris & Lean, 2008).

A hipocalcemia é um distlrbio metabdlico comum em vacas leiteiras, que leva a um risco
aumentado do aparecimento de outras doencas, tais como: RMF, metrite, mastite, cetose,
deslocamento de abomaso e prolapso uterino, podendo ser fatal (DeGaris & Lean, 2008;
Venjakob et al., 2017; Venjakob et. al, 2018). Alguns estudos demonstram que os distarbios do
periparto, como os anteriormente referidos, ndo atuam totalmente de forma independente,
relacionando-se entre si. A hipocalcemia resulta de um aumento repentino dos requisitos de
célcio para a producdo de colostro e leite (Chiwome et al.,, 2017). Fisiologicamente, a
concentragdo sérica de célcio na vaca adulta é superior a 2 mmol/L (Venjakob et al., 2017). A
homeostase do calcio é regulada pela calcitonina, hormona da paratiroide e vitamina D
[1,25(OH).Vitamina D3] (DeGaris & Lean, 2008). Existem evidéncias de que o risco de
hipocalcemia aumenta com o nimero de lactacdes do animal e a sua producao de leite (Chiwome
et al., 2017)

O diagnéstico de hipocalcemia baseia-se numa anamnese
completa e observacdo de sinais clinicos, tais como: ataxia
progressiva, depressao, desidratacdo, anorexia, decubito
esternal que culmina em decubito lateral, perda de consciéncia,
podendo levar & morte (Chiwome et al., 2017). A Figura 21,
mostra uma vaca caida com hipocalcemia.

O tratamento efetuado a animais com hipocalcemia

consistiu na administracdo oral de calcio (Bovisal Pearls CaP®), § :
gluconato de calcio (Solugdo de calcio Braun®) por via Figura 21: Vaca caida com
- . hipocalcemia.
endovenosoa e gluconato de célcio monohidratado,
borogluconato de calcio e cloreto de magnésio (TAT CALCI 50®) por via subcutanea.
A cetose é um distirbio metabdlico comum em bovinos de aptid&o leiteira, marcado pelo

aumento dos niveis de corpos cetonicos (acetona, acetoacetato e [-hidroxibutirato) em
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circulacdo (Garzén-Audor et al., 2019). A hipercetonemia € desenvolvida por animais que ndo se
adaptem corretamente ao balango energético negativo durante o periodo de transicdo. Neste
mesmo periodo a gordura corporal estd a ser mobilizada para a producéo de energia, de modo
a apoiar a producdo de leite, levando a uma mobilizacdo acentuada de lipidos e um aumento da
circulacéo de acidos gordos néo esterificados e de corpos cetdnicos nos tecidos e no leite (Jeong
et al., 2018).

Os sinais clinicos descritos sé@o: cheiro a acetona na respiracdo, atividade reduzida,
diminuicdo na ingestdo de alimento, perda excessiva de condi¢cdo corporal, diminuicdo na
producéo de leite, fraqueza e aparente cegueira (Benedet et al., 2019). Na cetose nervosa a
vaca apresenta o pesco¢o permanentemente levantado e esticado, exibe comportamentos
anormais, como morder barras ou manjedouras, mostra incoordenacgédo e inquietude (Stilwell,
2013). Um dos casos de cetose clinica observados tratou-se de cetose nervosa.

O diagndstico de cetose é feito a partir da medicao
de corpos cetdnicas. Podem ser utilizados aparelhos
que detetem o S-hidroxibutirato no sangue, sendo que
com valores compreendidos entre 1,4 e 2,5 mmol/L

considera-se cetose subclinica e valores superiores a

2,5 mmol/L considera-se cetose clinica (Stilwell, 2013). Figura 22: Fitas para medi¢&o de corpos
3 . . s ceténicos no leite.
Podem também utilizar-se fitas para a medicdo de f-
hidroxibutirato no leite, como mostrado na Figura 22.
O tratamento efetuado consistiu na administracao de fluidoterapia endovenosa com glucose
a 30% e soro enriguecido em vitaminas, minerais e aminoacidos e propilenoglicol oral. Foi

também administrada dexametasona aos animais (Dexafarma Retard 2mg/mL®).

2.2.2.6. Sistema Musculoesquelético

Os casos observados mais frequentemente neste sistema foram as claudica¢ées (37,84%),
sendo que, apesar das doencas podais afetarem mais frequentemente bovinos de aptidao leiteira
mantidos em regime intensivo, encontram-se muito frequentemente também nos outros tipos de
producéo.

De seguida, o caso mais observado consiste na sindrome de vaca caida apés o parto

(21,62%), como se observa na Tabela 11.
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Tabela 11: Distribuicdo dos casos de clinica médica referentes ao sistema musculoesquelético, consoante
local de estagio e espécie, em frequéncia absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%) (n = 37).

Claudicagao 7 36,84 | 7 38,89 14 37,84
Sindrome de vaca caida 3 15,79 | 5 27,78 8 21,62
Poliartrite sética 4 21,05 1 556 5 13,51
Bovinos | Fratura dssea 1 526 |1 556 2 5,41
Laceracao 2 10,53 O 0,00 2 5,41
Luxagéo coxofemoral 1 526 | 0 0,00 1 2,70
Luxacédo escapulo-umeral 0 0,00 1 5,56 1 2,70
Les&o do nervo tibial 1 526 |0 0,00 1 2,70
Ovinos | Claudicagéo 0 0 3 16,67 3 8,11
Total 19 100 18 100 37 100

As claudica¢bes em bovinos afetam significativamente a producdo e o bem-estar dos
animais (Weaver et al., 2018). As doencgas podais sdo responsaveis por cerca de 90% das
claudicacbes em bovinos leiteiros, e cerca de 70% em animais de engorda (Newcomer &
Chamorro, 2016). Nas vacas de carater leiteiro as doencas e lesGes podais surgem
essencialmente nos membros posteriores e, nestes, principalmente nas Ungulas laterais,
engquanto nos membros anteriores as lesGes ocorrem fundamentalmente nas Ungulas mediais.
Numa exploracédo é importante a contabilizacdo dos animais com lesdes, bem como o tipo de
lesBes que existem, sendo que os fatores predisponentes ao aparecimento de leses sdo: piso,
camas e cubiculos, alimentagéo, parto, maneio, comportamento e falta de aparagem corretiva;
ao avaliar-se as lesGes dos animais consegue fazer-se uma avaliacdo da exploragéo (Stilwell,
2013).

As claudicagdes, podendo ser de origem infeciosa ou ndo infeciosa, podem ter origem em
diversas lesdes, tais como: laminite, Ulcera de sola, doencga da linha branca, Ulcera e abcesso da
pin¢a, falsa sola ou dupla sola, fissuras, erosdo do bulbo, panaricio interdigital, dermatite digital
e interdigital, tiloma, artrite interfalangica, abcesso podal, artropatias, bursite e celulite,
osteomielite, fraturas, luxac¢des e ruturas musculares, miosite infeciosa, paresia espéastica, entre
outros (Stilwell, 2013; Newcomer & Chamorro, 2016).

Na AASM-CUA existe um servico de podologia bovina, pelo que o médico veterinario
apenas realizava um tratamento sintomatico e ndo efetuava corte de Ungulas. Deste modo, o
tratamento foi feito apenas utilizando anti-inflamatério, normalmente flunixina meglumina, e

antibioterapia, oxitetraciclina.
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Como foi referido anteriormente, no ponto 2.2.2.5., a sindrome de vaca caida € uma afecéo
multifatorial, sendo o bloqueio de vitelos de grandes dimensdes no canal obstétrico, por elevados
periodos de tempo, por distocia, uma das causas etioldgicas desta sindrome, uma vez que leva
a compressao, com paralisia, ou mesmo seccao dos ramos do nervo ciatico ou nervo obturador.
A lesdo do nervo ciatico, ou dos seus ramos (nervo tibial e
peroneal), sdo a lesdo nervosa periférica mais comum. O
nervo ciatico provém das raizes nervosas L6-S2, inervando
a zona da bacia, coxa e soldra e, ainda, inclui fibras do
nervo tibial e do nervo peroneal. Os sinais clinicos da lesao

do nervo ciatico sao variaveis e dependem do tipo de leséo,

sendo que durante o decubito os membros podem estar §®
estendidos ao longo do corpo. O nervo obturador surge das Figua 23: Vccaa m Ieso dos
raizes nervosas L4-L6, sendo responsavel pela adugdo do Nervos ciatico e obturador.

membro pélvico. Em caso de lesdo do nervo obturador os animais encontram-se em decubito
com 0s membros perpendicularmente ao corpo da vaca (Hartnack, 2017; Stilwell, 2013).

Lesdes dos dois nervos sdo habituais e nesses casos 0s sinais sdo mistos, como se pode
observar na Figura 23.

O tratamento efetuado a estes animais consistiu na administracdo de dexametasona e
vitaminas do complexo B (B&-Complex®, na dose de 15 ml por animal, por via intramuscular),
bem como levantar o animal utilizando uma “pinga de ancas” sempre que possivel. Caso existam
outras complicagdes associadas, como RMF, metrites ou mastites devem ser tratadas de forma

adequada.

2.2.2.7. Pele e Anexos

O caso mais observado foi fotossensibilizacdo secundéaria (40%), como se observa na
Tabela 12, uma vez que é uma doenca comum nos Acores, devido & presenca do fungo

Pithomyces chartarum e de boas condic¢des climatéricas para o seu desenvolvimento.
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Tabela 12: Distribuicdo dos casos de clinica médica referentes a afecdes da pele e anexos, consoante local
de estagio e espécie, em frequéncia absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%) (n = 10).

Fr (%)

Fotossensibilidade secundaria 4 50,00 | O 0,00 4 40,00
Carcinoma da terceira palpebra | 1 12,50 O 0,00 1 10,00
Fibropapilomas cutaneos 1 12,50 O 0,00 1 10,00

) Laceracdes causadas por atague
Bovinos . 0 0,00 |1 50,00 1 10,00
de carnivoros

Hematoma 1 12,50 | O 0,00 1 10,00
Miiase 0 0,00 1 50,00 1 10,00
Sarna 1 1250 O 0,00 1 10,00
Total 8 100 2 100 10 100

A fotossensibilizacdo secundaria resulta de insuficiéncia
hepatica causada por toxinas levando a obstrucdo biliar e
retencdo de filoeritrina. Uma das toxinas mais comuns é a
esporidesmina do fungo Pithomyces chartarum (Stilwell, 2013).
A esporidesmina causa pericolangite e oclusdo dos ductos
biliares, resultando na diminuicdo da excrecéo de filoeritrina,
metabolito fotodindmico produzido pela degradag&o microbiana
da clorofila no rimen. Os animais afetados tém altos niveis

plasmaticos de filoeritrina e tornam-se sensiveis a luz solar,

especialmente em zonas mais expostas e ndo pigmentadas da Fiéra 4: Lesao do
pele, como se pode observar na Figura 24. Os primeiros sinais fotossensibilizagéo secundaria.

de intoxicagdo podem ser diarreia transitéria e inapeténcia logo ap0s 0s animais serem expostos a
toxina, e uma reducdo da producao de leite. De seguida, aparecem os sinais de fotossensibilizacéo,
existindo um periodo latente de 10 a 14 dias; normalmente os primeiros sinais digestivos ndo sao
reconhecidos pelo produtor, sendo que as lesbes cutaneas aparecem quando o dano hepatico ja é
grave (Pinto et al., 2005). A distribuicdo das lesBes é patognomonica (Stilwell, 2013). O tratamento
consistia ha administracéo de anti-inflamatério, flunixina meglumina, administracéo de vitaminas do
complexo B, e aconselhamento do produtor em colocar dleo de figado de bacalhau nas lesées, para

promover a hidratacéo.
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O papilomavirus bovino (BPV) é o agente etiolégico da
papilomatose bovina, uma doenca infeciosa, caraterizada pela
presenca de lesdes hiperproliferativas, papilomas, como se pode
observar na Figura 25, que regridem espontaneamente ou
persistem e evoluem para a malignidade. Embora afete
preferencialmente bovinos jovens, a doenca pode afetar animais

de todas as idades. Atualmente sdo descritos 15 tipos de BPV

(Araldi et al., 2017). O tratamento efetuado consistiu em auto-

ihes o
hemoterapia, injetando cerca de 20 mL de sangue do préprio Figura 25: Fibropapiloma:
cutdneos no membro anterior

animal por via intramuscular. direito de vitelo.

2.2.2.8. Outros

Neste ponto refere-se a casos clinicos referentes a diversos sistemas independentes, dos
quais existiam poucos casos para os referir isoladamente. Fala-se essencialmente da
gueratoconjuntivite infeciosa bovina (QQIB) uma vez que foi o caso observado em maior

frequéncia (53,85%), como esta na Tabela 13.

Tabela 13: Distribuigdo dos casos clinicos de outros sistemas, consoante local de estagio e espécie, em
frequéncia absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%) (n = 26).

SR - <) e f e o
] Queratoconjuntivite infeciosa
bovina (QQIE) 14 70,00 O 0,00 14 53,85
Suspeita de cardiopatia 2 10,00 2 33,33 4 15,38
Bovinos | Peritonite 2 10,00 O 0,00 2 7,69
Hemorragia interna 0 0,00 |1 16,67 1 3,85
Meningite 1 500 O 0,00 1 3,85
Suspeita de hipomagnesiemia 1 5,00 0 0,00 1 3,85
S Queratoconjuntivite infeciosa 0 0,00 2 33,33 2 7,69
Sintomatologia nervosa (rebanho) | 0 0,00 |1 16,67 1 3,85
Total 20 100 6 100 26 100

A QQIB é a doenca ocular mais comum em bovinos, apresentando uma distribuicdo mundial
(Eddy et al., 2004; Angelos, 2015). A QQIB possui uma baixa mortalidade, mas pode levar a
elevados prejuizos econémicos, ndo s6 devido as lesfes causadas, mas também devido aos
custos de tratamento (Ely et al., 2019; Loy et al., 2018). Os sinais clinicos comuns s&o:

lacrimejamento, fotofobia, edema ocular, dor ocular e Glcera da cérnea, podendo levar a cegueira
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(Cullen et al., 2016). O principal agente etiol6gico é Moraxella bovis, um coco-bacilo gram-
negativo, no entanto, ja foram encontrados outros agentes causadores da doenca,
nomeadamente: Moraxella bovoculi, Moraxella ovis, Mycoplasma spp. ou herpesvirus tipo 1
(BHV-1) (Postma et al., 2008; Angelos, 2015; Kowalski et al., 2017). A patogenicidade da
Moraxella bovis requer a expresséo de proteinas presentes nas fimbrias, para que ocorra a sua
fixacdo a superficie ocular e de uma citotoxina que danifica as células epiteliais da cérnea. E
uma doenga com uma elevada contagiosidade, sendo a sua transmissdo influenciada por
diferentes fatores, tanto ambientais como do préprio animal, tais como: racga, idade, estado
imunitario, exposicao a raios ultravioleta, exposicdo a moscas, entre outros. A transmissdo ocorre
por contacto direto, através de corrimentos nasais e oculares de animais infetados, através da
utilizacéo de fomites, e mais frequentemente, através de vetores mecanicos, nomeadamente
moscas dos géneros Musca e Stomoxys (Eddy et al., 2004; Postma et al., 2008; Angelos, 2015)

O tratamento foi feito recorrendo a penicilina G procaina com dihidroestreptomicina
(Sorobiotico®) e dexametasona (Vetacort®) via subconjuntival, sendo que a dose utilizada
dependia do tamanho do animal, em vitelos, 5 mL de penicilina G procaina com
dihidroestreptomicina e 1 mL de dexametasona (desde que n&o existisse Ulcera cornea). Foram
feitas administragcfes subconjuntivais, uma vez que deste modo : :
mantém-se concentracdes mais altas de farmacos na coérnea
durante um maior periodo de tempo, do que com aplicacdes
sistémicas ou parentéricas (Senturk et al., 2007). O tratamento
era feito uma Unica vez, sendo que, apds o tratamento o0s

animais ficam impossibilitados de abrir o olho, durante um

periodo de cerca de uma semana, ficando assim o olho

protegido de possiveis agressGes externas. Nem sempre o :; :
)
) ) ) Figura 26: Cicatriz na cornea de
recuperam totalmente a visédo, como é visivel na Figura 26. queratoconjuntivite infeciosa
bovina.

tratamento é feito atempadamente, pelo que alguns animais nao

2.2.3.  Clinica Cirurgica

Dentro da clinica cirdrgica destacam-se em maior frequéncia os casos de drenagem de
abcessos (25,42%), descorna (22,03%) e deslocamento de abomaso a esquerda (DAE)

(16,95%), como se observa na Tabela 14.
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Tabela 14: Distribui¢cdo dos casos de clinica cirargica, consoante local de estagio e espécie, em frequéncia
absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%) (n = 59).

Fr (%) Fa | Fr (%) Fa | Fr (%)
Drenagem de abcesso 9 36,00 6 17,65 15 25,42
Descorna cirargica em vitelos 0 0,00 |13 38,24 13 22,03
Resolucdo de deslocamento de
. 10 40,00 | O 0,00 10 16,95
abomaso a esquerda (DAE)
Episiotomia 0 0,00 5 14,71 5 8,47
Cesariana 1 4,00 '3 882 4 6,78
Bovinos | Descorna cirtrgica em adultos 0 0,00 |2 588 2 3,39
Exérese de carcinoma da terceira
2 800 |0 0,00 2 3,39
pélpebra
Resolugdo deslocamento de
o 2 8,00 |0 0,00 2 3,39
abomaso a direita (DAD)
Resolugéo de prolapso uterino 0 0,00 |2 588 2 3,39
Resolucédo de prolapso vaginal 0 0,00 2 588 2 3,39
Sutura de ferida 1 400 |0 0,00 1 1,69
Caprinos | Resolucédo de prolapso vaginal 0 0,00 1 2,94 1 1,69
Total 25 100 34 100 59 100

O deslocamento de abomaso é caraterizado pela alteracdo da posicdo anatémica do
abomaso, que possui uma apresentacdo na regiao ventral direita do abdémen. O deslocamento
pode ocorrer para o lado direito ou esquerdo, sendo o Ultimo mais frequente (Caixeta et al., 2018).

O DAE é um disttrbio multifatorial diagnosticado quase exclusivamente em vacas leiteiras,
ocorrendo frequentemente e levando a elevados prejuizos econémicos, devido ndo s6 aos custos
veterinarios mas também devido a diminuicdo da producdo de leite, da fertilidade, e
consequentemente, ao abate prematuro; o seu controlo e prevencgdo varia entre exploracdes
(Sexton et al., 2007; Mueller, 2011; Caixeta et al., 2018; Lehner et al., 2018).

A prevaléncia do aparecimento de DAE é variavel, sendo que existe uma incidéncia
crescente devido ao aumento da producdo média de leite, em vacas com maior mérito genético
e que possuam um maneio nutricional inadequado (Sexton et al., 2007).

Os fatores predisponentes para que ocorra um deslocamento de abomaso séao:
hipomotilidade e hipotonicidade; sendo que, existem diversos fatores de risco que direta ou
indiretamente levam ao aparecimento destas condi¢cdes, nomeadamente: alteracdes na parede
do abomaso, concentracdo dos acidos gordos volateis, quantidade de fibra ingerida, nutricdo no
inicio do periodo seco, nutricdo no periodo de transicdo, alimentagcdo com alimentos

concentrados no pos-parto, fatores hormonais, hipocalcemia, compromisso da funcéo renal,
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mastite, producdo de leite, problemas do trato reprodutivo, altura do ano, entre outros fatores
(Mueller, 2011; Weaver et al., 2018).

O deslocamento de abomaso é frequentemente uma sequela de outras doencas comuns do
periodo de transicéo (Caixeta et al., 2018). Apds o parto, existe um aumento do espago vazio no
abddémen, espaco este que também tem sido aumentado com a utilizagdo das “vacas leiteiras
modernas”, que apresentam uma profundidade abdominal superior; existe uma diminuicdo da
ingestdo de matéria seca, que em conjunto com a mobilizacao lipidica (estimulada pela limitagcao
de ingestéo no pré-parto), bem como o aumento da ingestéo de alimento concentrado levam ao
aparecimento de cetose; a cetose, em conjunto com a hipocalcemia, leva a uma diminuicdo da
mobilidade do abomaso, bem como, caso surja, alguma endotoxemia; uma vez que ocorre uma
diminuicdo da ingestao de fibra e um aumento da ingestdo de alimento concentrado, hd um
aumento na producdo de &cidos gordos volateis, ocorre uma acidose ruminal, levando a
hipomotilidade do abomaso e a acumulacéo excessiva de gas, favorecendo entdo o 6rgdo a
deslocar-se do assoalho abdominal para a parede abdominal esquerda (Megumi et al., 2017;
Caixeta et al., 2018; Lehner et al., 2018).

O diagndstico de DAE deve ser feito de uma forma precisa e precoce para evitar que existam
adesdes e que ocorra uma reducéo na producao leiteira. O diagndstico tradicional é feito através
da auscultacdo e simultanea percusséao da regido do flanco esquerdo e entre as 102-132 costelas,
ouvindo-se um som metalico agudo — ping — (Li et al., 2018; Weaver et al., 2018).

Deve-se ter em atencdo os diagnésticos diferenciais para o respetivo som audivel apés a
percussdo do flanco esquerdo, nomeadamente: sindrome de colapso do rimen, timpanismo
ruminal, peritonite ou pneumoperitoneu (Mueller, 2011).

Normalmente, os sinais clinicos referidos
pelos detentores dos animais séo 0s seguintes:
producdo de leite insatisfatoria, inapeténcia
seletiva, existe uma ingestdo de forragem mas
refuta o alimento concentrado, perda de condicdo
corporal, e uma possivel histéria pregressa de
distocia, hipocalcemia, metrite ou mastite
(Mueller, 2011; Weaver et al., 2018).

O tratamento pode ser feito através de
técnicas conservativas ou de cirurgia. Nos casos ~Figura 27: Abomasopexia pelo lado esquerdo

utilizando o método de Utrecht (Adaptado de
acompanhados, utilizou-se a técnica cirirgica de  Weaver et al., 2018).

Utrecht, demonstrada na Figura 27, onde era feita uma incisdo no flanco esquerdo, colocada
uma sutura encadeada na curvatura maior do abomaso e de seguida era fixada no abdémen na
localizacdo anatdmica do abomaso.

Na Figura 28 estdo demonstrados os diversos procedimentos das cirurgias corretivas de
DAE efetuadas.
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Em primeiro lugar era feita a limpeza e tricotomia da zona do flanco esquerdo. Existem
diferentes técnicas para fazer uma anestesia regional na zona do flanco, nomeadamente:
bloqueio paravertebral, bloqueio linear, bloqueio em “T” e bloqueio em “L” invertido (Weaver et
al., 2018). Nas cirurgias assistidas era efetuado um bloqueio em “L” invertido utilizando 100 mL
de lidocaina (Anestesin®) para todo o bloqueio. Apés a anestesia regional era feita a assepsia
utilizando iodopovidona (Betadine®). O corte era feito com o menor comprimento possivel, para
evitar possiveis complicagdes e facilitar a sua cicatrizagdo, no centro da fossa paralombar
esquerda, incidindo a pele, musculos obliquo externo, obliquo interno e transverso e peritoneu.
Algumas das possiveis complicacdes séo: incapacidade de colocar o abomaso na sua posi¢céo
normal, aderéncias do abomaso a parede abdominal, incapacidade de localizar o piloro e
peritonite (Weaver et al., 2018). Como ja foi referido apds a localizagdo do abomaso e da sua
curvatura maior era feita uma sutura encadeada para uma posterior fixacdo na sua posi¢do
anatémica, utilizando fio ndo absorvivel (Supramid®) de 7 USP. Normalmente, ndo era perfurado
0 abomaso com o objetivo de retirar algum gas, quando o0 abomaso era empurrado para a sua
posicao fisioldgica esse gas era encaminhado para o intestino. Por fim, o peritoneu era suturado
em simultadneo com o musculo transverso, utilizava-se fio absorvivel (Catgut Chrom®) de 5 USP,
de seguida os musculos obliquo interno e externo eram suturados em simultdneo, com 0 mesmo
tipo de fio, e por fim, a pele, era utilizado fio ndo absorvivel de 7 USP, todas as camadas eram
suturadas com suturas simples continuas. Para prevencao de peritonite era utilizada penicilina
G procaina com dihidroestreptomicina intraperitoneal, na dose 30000 Ul/kg. Pode surgir
peritonite, sempre que ocorra alguma quebra na assepsia, sendo que 0s sinais clinicos precoces
sdo: dor, pirexia (cerca de 40,5°C), taquicardia, anorexia, redu¢éo da atividade ruminorreticular,
nos casos agudos; o diagndstico era feito através de auscultacéo e percusséo, ouvindo-se um
som metalico difuso (Weaver et al., 2018). Em casos de peritonite foram administrados um litro
de soro salino hiperténico e um soro rico em vitaminas e aminoacido, era administrado anti-
inflamatério ndo esterdide, flunixina meglumina, na dose de 3,3 mg/kg, oxitetraciclina e
dexametasona (Dexacortin®) intraperitoneal. Em casos de deslocamento de abomaso, o anti-
inflamatorio utilizado foi flunixina meglumina (Finadyne® ou Finadyne Transdermal®), nas doses
2,2 mg/kg, endovenoso, ou 3,3 mg/kg, transdérmico, respetivamente. Foi também administrado
por rotina um soro vitaminico e um litro de soro salino hiperténico.

E importante referir que os animais no eram sedados sendo que apenas |lhes era passada
uma corda na zona dos curvilhdes. Em casos de doencas concomitantes, ou possiveis
complicacbes, foram adicionados outros tratamentos, ou foram feitas alteracdes neste

tratamento padréo.
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Figura 28: Técnica cirirgica em DAE. A - Limpeza utilizando sabao; B - Tricotomia; C - Anestesia local
(L invertido); D - Corte; E - Visualizagado do abomaso (seta amarela); F - Fixagdo do abomaso; G - N6
apos fixagdo de abomaso; H - Sutura das camadas internas; | — Sutura da pele.

A descorna é um processo de extrema importancia que pode aumentar o bem-estar animal,
diminuindo os conflitos entre animais e evitando lesdes dos cornos, como se pode observar na
Figura 2929. No entanto, a descorna deve ser um processo ponderado e efetuado o mais cedo
possivel. A descorna em vitelos trata-se de um processo com menores riscos, maior facilidade
de execucdo e menores custos, de forma ideal pode ser efetuado utilizando um termocautério,
de forma a queimar o tecido produtor de substancia cérnea na base do corno, como se pode
observar na Figura 30, em contra partida, a descorna cirirgica em animais adultos é um processo
de elevados riscos, com elevada possibilidade de hemorragia e infecdo, como se observa na
Figura31.

Figura 29: Lesdo traumética  Figura 30: Descorna em vitelo Figura  31: Descorna
em corno de touro charolés.  utilizando termocautério. cirirgica em animal adulto.
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Foram também observados dois casos de prolapso vaginal, Figura 31, e dois casos de
prolapso uterino, Figura 32. Todos os casos foram resolvidos recorrendo a sutura de Buhner,
Figura 33. Em primeiro lugar, fez-se a lavagem com clorexidina da zona perivulvar e da vagina
ou Utero, colocou-se ocitocina no Utero, para promover a sua contragdo, de seguida colocou-se
cuidadosamente a vagina / (tero na sua posi¢do anatémica, voltou-se a fazer uma lavagem da
zona perivulvar, inseriu-se a agulha de Buhner cerca de 3 cm ventral a comissura vulvar de modo
a emergir dorsalmente a vulva, utilizou-se cerca de 45 cm de banda vaginal, repetiu-se o
processo do outro lado de modo a que as pontas da banda vaginal ficassem ventrais, por fim,
fez-se um n6 com as pontas da banda vaginal de modo a que ficasse com o espaco de 3 dedos

no limen vulvar (Weaver et al., 2018).

e

Figura 31: Vaca com Figura 32: Vaca com Figura 33: Sutura de
prolapso vaginal. prolapso uterino. Buhner.

2.2.4. Exames de diagndstico

Os exames de diagnéstico referidos na Tabela 15, consistem apenas nos exames realizados
nas instalacdes da VetAl, ou exames assistidos no ambito do estagio, todos os exames

laboratoriais enviados para laboratdrios externos ndo séo referidos.

Tabela 15: Distribuicdo dos exames de diagndstico, efetuados na VetAl, consoante espécie, em frequéncia
absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%) (n = 15)

VetAl

EECETEC - "

Coprologia parasitaria 3 20,00
) Necropsia 3 20,00
Bovinos . S
Teste rapido de diarreias 2 13,33
Hemograma 1 6,67
Ovinos Necropsia 4 26,67
Caprinos | Coprologia parasitaria de rebanho | 1 6,67
Ovinos e ; o
) Coprologia parasitaria de rebanho | 1 6,67
Caprinos
Total 15 100
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A necropsia, ou exame post mortem, possui especial importancia uma vez que, em muitos
casos, confere a possibilidade de obter informacdes sobre a causa de morte dos animais. A
necropsia consiste num conjunto de observacdes e de exames que se realizam ao cadaver do
animal, sendo que esta deve ser efetuada de forma metddica e completa. Quando se efetua uma
necropsia nem sempre se chega a um diagnostico, uma vez que podemos chegar aos seguintes
pontos: as lesées macroscépicas sao suficientemente esclarecedores e ndo se necessita de
outros exames complementares; as alteracdes macroscopicas necessitam de ser esclarecidas;
as alteragcdes macroscopicas nao sao interpretaveis pelo executante (Silva et al., 2016). Deste
modo, 0s exames complementares demonstram especial importancia, no entanto, a sua
realizacao deve ser ponderada uma vez que muitos deles possuem elevados custos monetarios,
podendo levar a resultados inconclusivos. Assim a necropsia possui um papel muito relevante,

uma vez que se trata de uma tarefa com baixos custos monetarios.

2.2.5.  Controlo reprodutivo

Os procedimentos de assisténcia reprodutiva, Tabela 16 acompanhados na AASM-CUA
ocorreram nos dias em que foi seguido um dos médicos veterinarios responsaveis pelos servicos
de reproducéo efetuada pela AASM-CUA, uma vez que 0s servicos se encontram repartidos.

A assisténcia reprodutiva efetuada em maior nimero trata-se do diagnostico de gestacao
por ecografia em ovinos (36,08%).

Na VetAl foram também efetuados exames androlégicos (1,83%). Nos efetivos em extensivo
de aptiddo creatopoiética 0 macho apresenta um papel muito relevante, sendo que o estado
reprodutivo do efetivo depende em grande peso dos machos, ao contrario do que acontece com
os efetivos de aptidao leiteira na ilha de S&o Miguel, uma vez que muitos produtores recorrem a
inseminacao artificial.

Um dos principais problemas encontrados tanto na ilha de Sdo Miguel, como no Alentejo,
foi a falta de registos sobre os animais das exploracdes, a auséncia de registo de partos, de dias
de lactacéo, de dias entre o parto e a concec¢do, dados importantes para que ocorra uma boa

gestdo reprodutiva da exploragéo.
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Tabela 16: Distribui¢cdo das intervenc¢des de controlo reprodutivo, consoante local de estagio e espécie, em
frequéncia absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%) (n = 873).

Fr Fr

Fr

Fa Fa Fa
(%) (%) (%)
Diagnostico de gestacdo por
i 0 0,00 | 211 37,02 211 24,17
ecografia
Diagnéstico de gestacdo por
. 197 65,02 | 0 0,00 197 22,57
palpacéo transretal
Avaliagdo da atividade ovarica 39 12,87 | 27 4,74 66 7,56
Bovinos
Avaliacdo de Utero pds-parto 62 20,46 | O 0,00 62 7,10
Exame androl6gico 0 0,00 | 16 281 16 1,83
Palpacéo pré-parto 2 0,66 1 0,18 3 0,34
Colocagéo de PRID® 2 0,66 0 0,00 2 0,23
Inducéo de parto 1 033 |0 0,00 1 0,11
; Diagnostico de gestacdo por
Ovinos i 0 0,00 | 315 55,26 315 36,08
ecografia
Total 303 100 570 100 873 100

Teoricamente, nos bovinos, é possivel identificar o conceptus por ultrassonografia a partir
do 21° dia apds a concecgdo, no entanto, ndo é um trabalho facil de executar a campo, pelo que
um diagnéstico de gestacdo feito apds o 32° dia obtém menos falsos negativos. O
desenvolvimento embrionério ocorre muito rapidamente, pelo que esperar alguns dias podera a
levar-nos a melhores resultados, sendo que os resultados obtidos dependem também do
executor da técnica. A palpacao transretal deve ser feita sempre com cuidado de modo a que se
assegure a salde do feto. O diagnoéstico de gestacdo por ecografia € muito mais eficiente até
aos 120 dias de gestagdo do que um diagnoéstico de gestagdo feito por palpacéo transretal
(Colloton, 2014).

Na AASM-CUA néo era utilizado o ecografo uma vez que os diagnosticos de gestacao eram
efetuados durante as ordenhas, era visto cada animal apés terminar o seu processo de ordenha,
de forma a ndo causar transtorno na rotina diaria dos animais. Deste modo o diagndstico era
baseado com a informacéo da Tabela 17. Em muitos casos tinha de ser feita uma estimativa dos
dias de gestacéo dos animais, uma vez que ndo existem dados sobre a concecdo quando os

animais andam constantemente com o touro.
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Tabela 17: Diagnéstico de gestacdo em bovinos por palpacgéo retal (Adaptado de Hafez & Hafez, 2000).

Més de

gestacao

Principais alteracées

1° Utero quiescente e desenvolvimento de corpo liteo em um dos ovarios.
Aumento e abaulamento dorsal do corno gravido devido a presenca de fluidos

fetais. Sensacgéo resiliente se efetuada uma presséo digital; “deslizar das

(o]
2 membranas” ou palpacéo do alantocdérion; vesiculas amnidticas anteriormente
ao ligamento intercornual
3° Inicia-se a descida do Utero; feto é palpavel
Utero no chéo da cavidade abdominal, feto dificil de ser palpado; cotilédones
40,70 séo palpaveis de forma individual na parede uterina com cerca de 2-5 cm;

hipertrofia das artérias uterinas médias e alteracao do pulso para um frémito
distinto
7°-fim da Cotilédones, frémito e partes do feto sdo palpaveis.

gestacao

Nos casos em que existiam quistos ovarios, ou animais em anestro, era feito tratamento
hormonal adequado.

O diagndstico de gestacao em ovinos é uma préatica de maneio importante, no entanto, deve
ser feita a ponderagdo entre custos e ganhos, e a capacidade de maneio da exploragdo. O
diagnéstico de gestac@o em ovinos € efetuado através de ecografia transabdominal, tratando-se
de uma técnica facil e rapida de executar.

Estimar a fertilidade dos touros possui especial importancia, como foi referido. No entanto,
um touro capaz de se reproduzir tem de ser um animal com libido, salde fisica no geral e sémen
de boa qualidade. Num exame androldgico deve ser feito um exame fisico completo em primeiro
lugar, de modo a avaliar a satde do animal e excluindo outras doengas, ndo relacionadas com o
sémen do animal. De seguida, avalia-se a qualidade do sémen do animal através de diferentes
parametros, tais como: palpacéo testicular e avaliagcdo perimetro escrotal, palpacéo transretal
com avaliagdo das glandulas anexas, densidade e volume de sémen, motilidade individual e de
grupo (massal) dos espermatozdides, morfologia e vitalidade (Barth, 2007). Todos estes fatores
devem ser avaliados num conjunto e néo individualmente, tendo em conta fatores externos e
forma de execucdo da técnica. Os exames androldgicos foram feitos com recurso a

eletroejaculacao.
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2.2.6.

Clinica de equideos

Uma vez que o principal objetivo do estagio era o acompanhamento de clinica de espécies

pecuarias, foram separadas todas as assisténcias no ambito da medicina de equideos na Tabela

18 sendo que nédo serdo descritas em pormenor.

Tabela 18: Distribuicdo das intervencdes e diagndsticos efetuados na clinica de equideos, consoante local
de estagio e espécie, em frequéncia absoluta (Fa) e relativa (Fr) (%) (n = 85).

Abcesso de casco em
. 0,00
equino
Reacdo anafildtica em
8 . 100,00
% equino
2
2 | Reagdo anafilatica em
Clinica a - 0,00
Véd asinino
edica
Pneumonia em equino 0,00
° Dentisteria em equinos 0,00
é Grelha veterinaria numa
g prova de resisténcia 0,00
o
o equestre
o q
c Castracdo em equino 0,00
Clinica g
Cirargica ® | Exérese de nédulo cutaneo
o
o i 0,00
x em equino
Coprologia parasitaria de
o . 0,00
= equinos
Exames de | 2 - =
o = Endoscopia em asinino 0,00
diagnostico @
§ Endoscopia em equino 0,00
o
Raio-x em asinino 0,00
Diagnéstico de gestacao
o i ) 0,00
= por ecografia em equinos
Controlo % Diagnostico de gestacao 260
Reprodutivo | 8 | por ecografia em asininos ’
o
Recolha de sémen em
. 0,00
equino

VetAl
Fa Fr (%)

Fa

1 1,19 1 1,18

0 0,00 1 1,18

1 1,19 1 1,18

1 1,19 1 1,18
1 1,19 1 1,18

1 1,19 1 1,18

1 1,19 1 1,18

1 1,19 1 1,18

19 2262 19 | 22,35

1 1,19 1 1,18
1 1,19 1 1,18
1 1,19 1 1,18

4 476 4 471

1 1,19 1 1,18

1 1,19 1 1,18
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Colheita de sangue em
i » 0 0,00 14 16,67 14 | 16,47
equino para hemotipo

e Desparasitacdo em equino | O 0,00 14 16,67 14 | 16,47
= |
Profilaxia e g Identificagéo de equinos 0 0,00 11 13,1 11 | 12,94
Medicina § Vacinagdo em equino 0 0,00 6 7,14 7,06
' 2
Preventiva o Desparasitacdo em asinino | 0

Marcacao a frio de poldros
0 0,00 1 1,19 1,18

com azoto liquido

6

0,00 2 2,38 2 2,35
1
1

Vacina¢do em asinino 0 0,00 1 1,19 1,18

Total 1 100 84 100 85 | 100

2.2.7. Exame inicial em montarias

Tal como é referido no “Edital n.°1 — Tuberculose em caca
maior”’, do dia 29 de abril de 2011, “a presen¢a comprovada do
agente causal da tuberculose bovina, Mycobacterium bovis, em
animais de caga maior, no territério nacional, configura um fator de
risco que coloca entraves a erradicacdo e controlo da tuberculose
bovina e uma acrescida preocupacao de saude
publica”. O Regulamento (CE) n.°853/2004, de 29 de abiril, diz

que com o objetivo de assegurar o controlo da caca selvagem

Figura 34: Leséo
compativel com tuberculose

colocada no mercado, o operador deve assegurar a realizacdo ©m linfonodo mesentérico
do exame inicial, por um médico veterinario designado, bem como encaminhar os exemplares
cacados para a inspecdo oficial post mortem num estabelecimento aprovado.

Durante a segunda parte do estagio curricular, realizada na VetAl, foi assistido ao exame
inicial de caca maior de uma montaria, nomeadamente de sete javalis e 14 veados, dos quais
trés veados foram rejeitados por apresentarem lesdes compativeis com tuberculose, como esta

ilustrado na Figura 34.
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3. Revisao bibliogréafica: Agentes transmitidos por carracas
causadores de doenca em bovinos: Anaplasma spp.,
Babesia spp., Ehrlichia spp. e Theileria spp.

3.1. Introducéo

As carragas sdo um dos principais vetores de agentes patogénicos transmitidos a humanos
e animais, sendo apenas ultrapassadas pelos mosquitos. Em relagdo aos bovinos, séo
considerados o principal vetor, capaz de transmitir o mais amplo espectro de agentes
patogénicos, incluindo virus, bactérias, protozoarios, fungos e nematodes (Hajdusek et al., 2013;
Bursakov & Kovalchuk, 2019; Guo et al., 2019a).

As carragas e 0s agentes patogénicos por si transmitidos, nos quais se incluem Babesia
spp., Theileria spp., Anaplasma spp. e Ehrlichia spp., afetam a produtividade dos bovinos em
regides tropicais e subtropicais de todo o mundo, levando a um impacto socioecondémico
significativo (Abdullah et al., 2019; Gebrekidan et al., 2019). Os agentes referidos anteriormente
sdo considerados causadores de doencas infeciosas mas ndo contagiosas, sendo a sua
distribuicdo geografica e sazonal dependente dos seus vetores transmissores (Aubry & Geale,
2011; Constable et al., 2017). Geralmente afetam os eritrécitos, levando a anemia, anorexia,
ictericia, diminuicdo do ganho de peso, da producéo e da reproducdo, elevada morbilidade e
mortalidade (Abdullah et al., 2019).

Deste modo, sdo abordados assuntos como a taxonomia, epidemiologia, ciclo de vida,
transmissdo, patogenia, sinais clinicos, diagnésticos diferenciais, lesdes post mortem,

diagnéstico, tratamento e controlo dos agentes referidos anteriormente que afetam bovinos.

3.2. Agentes patogénicos
3.2.1. Babesia spp.

O género Babesia € um protozoario intraeritrocitario que inclui um vasto nimero de
espécies, parasitas de uma larga variedade de hospedeiros, entre animais selvagens,
domésticos e humanos, sendo conhecidas mais de 100 espécies (Sivakumar et al., 2016;
Karbowiak et al., 2018; Alvarez et al., 2019; Gallego-Lopez et al., 2019).

A babesiose, doenca provocada pelo hemoparasita Babesia sp., é considerada uma das
doencas de bovinos, causada por agentes patogénicos transmitidos por carragas, mais
frequentes e importantes no mundo, sendo responsavel por muitas perdas econdmicas,
especialmente em animais imunodeprimidos em areas endémicas (Almeria et al., 2001; Alvarez
et al., 2019).

Hemoparasitas como Babesia spp. e Theileria spp. sé@o vulgarmente chamados de
piroplasmas, devido a forma em pera dos merozoitos que se encontram nos eritrocitos infetados
(Homer et al., 2000).
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A localizacdo sistematica e taxonomia referente ao género Babesia estd descrita no

Diagrama 1.

* Protozoa J » Apicomplexa J » Conoidasida

« Piroplasmorida J

- Babesiidae J « Babesia

Diagrama 1: Taxonomia de Babesia spp. (Adaptado de Taylor et al., 2016).

Na Tabela 19 sao registadas as espécies pertencentes ao género Babesia causadoras de

doencga em bovinos, bem como os seus principais vetores e distribuicao.

Tabela 19: Espécies pertencentes ao género Babesia que infetam bovinos e respetivos vetores; as espécies
a negrito estdo reportadas em Portugal. (Adaptado de Silva et al., 2010; Gomes et al., 2013; Taylor et al.,

2016; Constable et al., 2017; Staniec et al., 2018).

Babesia
bigemina

Babesia
bovis

Babesia
divergens
Babesia major

Babesia
occultans
Babesia ovata
Babesia
jakimovi

Rhipicephalus annulatus,

R. microplus, R. decoloratus,

R. calcaratus,

R. appendiculatus, R. bursa,

R. evertsi, Ixodes ricinus,
I. persulcatus e
Haemaphysalis punctata
Rhipicephalus annulatus,
R. microplus, Ixodes,
persulcatus e I. Ricinus
Ixodes ricinus

Haemaphysalis puctata

Hyalomma marginatum
rufipes

Haemaphysalis longicornis

Ixodes ricinus

Grande Babesia

Pequena Babesia

Pequena Babesia
Grande Babesia
Grande Babesia

Grande Babesia
Grande Babesia

Australia, Africa,
América, Asia e Sul da
Europa

Austrélia, Africa,
América, Asia e Sul da
Europa

Norte da Europa

Europa, Norte de
Africa, América do Sul
Sul de Africa

Japéo e China
Norte da Europa
(Sibéria)

De um modo informal, de acordo com a dimensdo dos merozoitos observados em

esfregacos sanguineos ao microscopio, sdo agrupadas em “pequenas babésias” (1 — 2,5 ym de

tamanho) e, em “grandes babésias” (2,5 — 5 um de tamanho) (Lempereur et al., 2017; Karbowiak

et al., 2018).
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Figura 35: A — Babesia bigemina em eritrocitos de bovino, (Adaptado de Mosqueda et al., 2012); B -
Babesia bovis eritrécitos de bovino, (Adaptado de Mosqueda et al., 2012); C - Babesia divergens em
eritrocitos de humano, (Adaptado de Yabsley & Shock, 2013); D — Babesia major em eritrécitos de bovino
corados pelo método de Giemsa, x 1000, (Adaptado de Taylor et al., 2016).

A maioria dos casos de patogenicidade em bovinos sdo causados pelas espécies Babesia
bovis, B. bigemina e B. divergens, as espécies B. major e B. occultans sdo consideradas pouco
patogénicas (Stilwell, 2013; Staniec et al., 2018), podendo ser observadas na Figura 35. A
espécie Babesia divergens possui uma importancia especial por ser agente de uma zoonose
(Alvarez et al., 2019).

3.2.1.1. Ciclo de Vida e transmissao
Os esporozoitos moveis de Babesia spp. presentes na saliva da carraga, que estavam

latentes nas glandulas salivares, aquando da sua refeicdo sanguinea s&o inoculados no
hospedeiro vertebrado, infetando diretamente os eritrécitos; este processo é mediado por
proteinas segregadas pelo complexo apical. Os esporozoitos desenvolvem-se em trofozoitos,
ficando livremente dentro do citoplasma da célula e multiplicam-se de forma assexuada, através
de divisdo binéaria, para produzir merozoitos, no processo de merogonia ou esquizogonia
(Lempereur et al., 2017; Jalovecka et al., 2018; Sivakumar et al., 2018; Gallego-Lopez et al.,
2019; Jalovecka et al., 2019; Suarez et al., 2019). Existem trofozoitos e merozoitos em
simultdneo na corrente sanguinea, a sua multiplicacdo leva a lise celular ocorrendo de seguida
a infecdo de novas células pelos merozoitos (Homer et al., 2000; Jalovecka et al., 2018). O
processo de entrada dos merozoitos extracelulares dentro do eritrécito ocorre através de etapas,
semelhantes em todos os Apicomplexa. Em primeiro lugar existe um reconhecimento por parte
do parasita através da sua extremidade apical, o parasita liga-se, de forma reversivel através de
uma ligacéo estanque e dindmica, ao eritrocito, de seguida existe uma reorientagdo, de forma a
gue os organelos apicais se desloquem para perto da interface de fixacdo, para que ocorra uma
tight junction, irreversivel, entre a superficie eritrocitaria € 0 complexo apical; neste processo o
contacto apical desencadeia a secrec¢do de conteudo essencialmente proteico proveniente dos
micronemas e rhoptrias, resultando na invaginacdo da superficie dos eritrécitos. O parasita
move-se para a depressao que criou e inicia-se a invasao do eritrécito, através de varias
interacdes moleculares dos ligantes do protozodario com os recetores alvo da superficie da célula
do hospedeiro, ocorrendo uma migracdo da extremidade anterior para a posterior do parasita,

até se completar a sua internalizacédo. O parasita fica assim encerrado num vacuolo parasitéforo

45



e, durante a fase final da invasdo o contetdo dos granulos densos é libertado, causando uma
expansao adicional da membrana que reveste o vacuolo. Por fim, ocorre a dissociagdo entre o
vacuolo parasitéforo e o parasita de forma a que ocorra 0 contacto direto com o citoplasma do
eritrécito (Preiser et al., 2000; Yokoyama et al., 2006; Sevilla et al., 2018). Alguns merozoitos
transformam-se em gamontes ou pré-gametoécitos, que ndo se reproduzem de imediato mas
aumentam de tamanho, para que posteriormente, no intestino da carraga, se desenvolvam em
gametas, hapléides, conhecidos como corpos de Ray ou Strahlenkdrper, antes de deixar os
eritrocitos (Homer et al., 2000; Schnittger et al., 2012; Jalovecka et al., 2019; Suarez et al., 2019).
A fertilizacdo feita pelos gametas resulta na formacdo de um zigoto dipléide (Jalovecka et al.,
2018; Jalovecka et al., 2019). De seguida, o zigoto entra no espaco ectoperitréfico e invade
imediatamente as células epiteliais do intestino, ocorrendo uma divisdo por meiose que resulta
na formacédo de cinetos mdveis (oocinetos), que fardo o seu trajeto até a hemolinfa da carraca e
irdo invadir os tecidos internos (Jalovecka et al., 2018; Gallego-Lopez et al., 2019). Os oocinetos
de Babesia spp. estéo sujeitos a dois processos paralelamente, i) no primeiro invadem diversos
tecidos internos da carraga e multiplicam-se, através de divisbes multiplas; ii) no segundo
invadem as glandulas salivares e formam esporoblastos multinucleados que ficam latentes,
garantindo a transmissao transtadial, até que o proximo estado larvar inicie a sua alimentacéo
resultando na formacao de esporozoitos e infete um hospedeiro (Jalovecka et al., 2018; Gallego-
Lopez et al., 2019; Jalovecka et al., 2019). As espécies pertencentes ao género Babesia no seu
primeiro ciclo de multiplicacéo, invadem também células dos ovarios, onde tém acesso aos ovos
da carraca, 0 que permite ao parasita uma transmisséo transovarica (Jalovecka et al., 2018;
Gallego-Lopez et al., 2019).

Alimentagdo

) da carraca
com sangue
Rhipicephalus

microplus

Eritrécito

<«

Merozoitos
(Pré-gametdcitos)

Figura 36: Ciclo de vida de Babesia bovis (Adaptado de Marcelino et al., 2012).
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A transmissdo transovarica corre durante a alimentagdo de larvas e ninfas de carracas
infetadas por Babesia bovis e B. bigemina, respetivamente (Gallego-Lopez et al., 2019; Spickler,
2018).

O ciclo de vida de Babesia bovis esta ilustrado na Figura 36.

Apos a infecdo do bovino ocorre uma multiplicacdo de protozoérios essencialmente em
vasos viscerais no caso de Babesia bovis e em vasos periféricos no caso de B. bigemina
(Constable et al., 2017).

Durante a fase aguda da doenca, os parasitas sdo detetados microscopicamente em
circulacdo; podem ser encontrados em eritrocitos infetados, em menos de 0,5% no caso de
Babesia bovis, 3% em infecdes por B. bigemina e 35-40% por B. divergens (Bock et al., 2004;
Alvarez et al., 2019).

Séao algumas as espécies de ixodideos registados como principais transmissores de Babesia
spp. (Tabela 19). A variagdo sazonal da doenca ocorre apds o pico de agao das carragas, que
depende essencialmente da temperatura (Constable et al., 2017).

As espécies pertencentes ao género Babesia podem ser transmitidas diretamente entre
animais, através de trocas sanguineas, por exemplo durante transfusfes, e possivelmente
guando pequenas quantidades de sangue sao transferidas em agulhas reutilizadas, instrumentos
cirargicos de campo, ou por picadas de moscas. A transmissao transplacentéria foi demonstrada
para Babesia bovis e B. bigemina em bovinos, mas considerada pouco frequente. Os animais

podem apresentar sinais clinicos ou ser assintométicos (Radostits et al., 2006; Spickler, 2018).

3.2.1.2. Resposta imunitaria e sinais clinicos
A resposta imunitaria dos bovinos a infe¢cdo por Babesia bovis ou B. bigemina envolve

mecanismos de resposta inata e adquirida. A resposta dirigida contra infecées por Babesia spp.
€ humoral e celular. O sistema imunitario dos bovinos gera uma resposta imune humoral massiva
de modo a controlar infe¢des agudas, resultando no desenvolvimento de doenca crénica
persistente, onde a resposta imune adaptativa esta presente. Uma imunidade relacionada com
a idade para a infecéo inicial por Babesia bovis em bovinos esta bem estabelecida, caraterizada
por forte imunidade inata em animais jovens, com duracao de até seis meses. A imunidade dos
animais jovens € adquirida passivamente através da ingestdo do colostro, sendo que estes
geralmente sofrem apenas infe¢Bes transitérias com sinais clinicos leves; no entanto, estas
infecBes sdo aparentemente suficientes para estimular a imunidade ativa, embora a recuperagéo
seja seguida por um longo periodo durante o qual 0s animais sdo portadores. Bovinos com idade
inferior a nove meses normalmente nao apresentam sinais clinicos. Apds a infecdo parece existir
uma imunidade durante aproximadamente seis meses, sendo que o hospedeiro é novamente
suscetivel um ano ap0s a infecdo. Estes periodos de resisténcia e protecdo a reinfecdo estdo
sujeitos a variacoes significativas e a diferentes respostas, consoante a espécie de hemoparasita
e a raca de bovino (Taylor et al., 2016; Constable et al., 2017; Spickler, 2018; Gallego-Lopez et
al., 2019; Suarez et al., 2019).

47



As espécies pertencentes ao género Babesia possuem graus varidveis de viruléncia,
algumas sdo capazes de causar doencas graves, que podem ser fatais, enquanto outras induzem
doencas leves a moderadas (Lempereur et al., 2017; Gallego-Lopez et al., 2019). A gravidade
da babesiose esta associada a multiplicacdo assexuada de parasitas nos eritrocitos do
hospedeiro, levando a alta parasitemia seguida de eritrdlise (Yokoyama et al., 2006). Além da
patogenicidade da espécie presente, a severidade da doenca depende também da idade do
animal, da competéncia do seu sistema imunitario e da presenca de co-infecbes com outros
agentes patogénicos (Gallego-Lopez et al., 2019).

Os sinais clinicos geralmente aparecem duas a trés semanas apés a inoculacdo de
esporozoitos de Babesia spp. no sangue do hospedeiro, no entanto, o periodo de incubacéo
pode ser tdo curto quanto quatro a cinco dias para Babesia bigemina e 10-12 dias para B. bovis
(Bock et al., 2004).

Durante a fase clinica da doenca, os sinais encontrados incluem: febre acima dos 41°C,
mucosas palidas (devido a anemia, podendo ocorrer uma destruicdo superior a 75% dos
eritrécitos), ictericia, hemoglobinudria e hemoglobinemia (devido a hemdlise), consequentemente,
depresséo, taquipneia (uma vez que ocorre uma diminuicdo da oxigenacdo dos tecidos) e
taquicardia, anorexia, desidratacéo e morte (devido a anoxia anémica) (Homer et al., 2000; Taylor
et al.,, 2016; Constable et al., 2017; Spickler, 2018; Alvarez et al., 2019; Simas et al., 2020).
Podem ainda ocorrer sinais clinicos como: aborto e diminuicdo da fertilidade nos machos
(Spickler, 2018). Sinais neurolégicos, respiratorios e falhas em multiplos érgaos séo encontrados
em infe¢des por Babesia bovis. A neuroviruléncia ocorre devido ao sequestro de eritrocitos nos
capilares, através da citoadesdo de eritrécitos infetados as células endoteliais, bem como
vasodilatacdo e hipotenséo resultante da estimulacdo da producéo de substancias vasoativas e
um aumento da permeabilidade vascular (Sondgeroth et al., 2014; Constable et al., 2017;
Sivakumar et al.,, 2018; Alvarez et al., 2019; Simas et al., 2020). Estdo reportados como
frequentes casos em que ocorre diarreia numa fase precoce de infecdo causada por Babesia
divergens, devido a alteracdo na motilidade intestinal e ruminal, com um fluxo estreito de diarreia
devido aos espasmos do esfincter anal (Zintl et al., 2003; Eddy et al., 2004; Spickler, 2018). Nos
animais que sobrevivem a infe¢cBes agudas existem alteracBes isquémicas nos musculos
esqueléticos e cardiacos (Constable et al., 2017).

Em casos de infecdo por Babesia bigemina a mortalidade pode ser superior a 50%, no
entanto, na auséncia de stress a maioria dos animais sobrevive (Taylor et al., 2016). Os animais
podem tornar-se portadores de infe¢cdes cronicas assintomaticas, permanecendo como
reservatérios para uma posterior transmissao; a exacerbacédo de parasitemia pode ocorrer em
intervalos irregulares (Almeria et al., 2001; Lempereur et al., 2017; Alvarez et al., 2019).

Em casos de infecé@o por Babesia bovis a infecdo pode permanecer para o resto da vida do
animal, enquanto em infecBes por B. bigemina os animais tornam-se portadores durante 22
meses (Goff et al., 2008). A sobrevivéncia e a possibilidade de multiplicacdo do parasita em

animais imunes ocorre devido a alguns fatores como: variagcao antigénica rapida, cito-adeséo e
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sequestro, ligacdo de proteinas do hospedeiro a superficie de eritrocitos infetados, expresséo
monoalélica de diferentes membros de familias multigénicas e estabelecimento de
imunossupressao transitéria (Constable et al., 2017; Suarez et al., 2019).

O prognostico depende da rapidez de atuacéo no tratamento da doenca (Sivakumar et al.,
2018).

3.2.2.  Theileria spp.
Os parasitas intracelulares do género Theileria pertencem a ordem Piroplasmida, tal como

Babesia spp., como consta no Diagrama 2. O género Theileria diferencia-se pela capacidade de
infecdo de leucdcitos por esporozoitos e subsequente infegdo de eritrécitos (Mans et al., 2015).
Tal como a babesiose, a theileriose, doenca causada por hemoparasitas do género Theileria,

leva e elevadas perdas econémicas e pode afetar diversas espécies animais (Mans et al., 2015).

* Protozoa

* Theileria

» Apicomplexa J » Conoidasida * Piroplasmorida J * Theileridae J

Diagrama 2: Taxonomia de Theileria spp. (Adaptado de Taylor et al., 2016).

Na Tabela 20 estdo registadas as espécies pertencentes ao género Theileria que infetam
0s bovinos, os seus principais vetores e distribuigdo geogréfica.

Tabela 20: Espécies pertencentes ao género Theileria que infetam bovinos e respetivos vetores; as
espécies a negrito estdo reportadas em Portugal. (Adaptado de Branco et al., 2010; Gomes et al., 2013;
Stilwell, 2013; Mans et al., 2015; Taylor et al., 2016; Constable et al., 2017; Spickler, 2019).

Vetores

Espécie

Doenca
associada

Distribuicéo
Geogréfica

Theileria annulata | Theileriose Hyalomma detritum, Paises
tropical ou H. anatolicum exacavatum, | Mediterraneos,
Theileriose H. truncatum, H. dromedarii, = Médio Oriente,

Theileria parva
(subspecies
Theileria parva
lawrencei,
Theilereia parva
parva, Theileria
parva bovis)
Complexo
Theileria
orientalis
Theileria buffeli
Theileria sergenti
Theileria taurotragi

mediterranica

Febre da Costa
Este

Theileriose
oriental

H. turanicum e
H. marginatum
Rhipicephalus
appendiculatus e
R. zambeziensis

Amblyoma variegatum,

A. cohaerens, A. Hebraeum.

Haemaphysalis bispinosa, e
H. sergenti

Rhipicephalus
appendiculatus e R.
pulchellus

Africa, India e
China

Africa Central e de
Este

Sul da Europa,
Médio Oriente, Asia
e Austréalia

Africa
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Theileria velifera Amblyoma variegatum, Africa
A. lepidum e A. hebraeum
Theileria mutans Amblyoma variegatum e Africa, Asia, Europa,

Haemaphysalis SPp- Ameérica do Norte

Segundo Spickler (2019) é possivel que os trés organismos referidos na Tabela 20 no
complexo Theileria orientalis sejam a mesma espécie, denominada de Theileria orientalis ou T.
buffeli. O complexo Theileria orientalis possui 11 gendtipos, tipos 1-8 e N1, N2 e N3; os tipos 1-
3, sédo frequentemente reconhecidos como Chitose, Ikeda e Buffeli, respetivamente (Spickler,
2019).

A espécie Theileria parva € considerada a mais virulenta, existindo apenas no continente
africano (Stilwell, 2013; Guo et al.,, 2018). Alguns genoétipos de Theileria orientalis estédo
associados a doenca subclinica; T. velifera esta associada a uma theileriose leve; T. mutans esta
associada a theileriose benigna (Constable et al., 2017).

Algumas das espécies pertencentes ao género Theileria que afetam bovinos podem ser

observadas na Figura 37.

Figura 37: A - Esfregago de sangue com formas anelares de piroplasmas de Theileria annulata nos eritrocitos
de bovino, corado pelo método de Giemsa, x 1000, (Adaptado de Branco et al., 2010); B - Esfregaco de
linfonodo mostrando um esquizonte (corpo azul de Koch) de Theileria annulata numa célula mononuclear de
bovino, corado pelo método de Giemsa, x 1000, (Adaptado de Branco et al, 2010); C — Forma
intraeritrocitaria de Theileria parva em bovino, corado pelo método de Giemsa, x 1000, (Adaptado de Taylor
et al., 2016); D — Esfregaco de sangue com forma intraeritrcitaria de Theileria orientalis, em bovino, corado
pelo método de Giemsa, x1000, (Adaptado de Kakati et al., 2015).

3.2.2.1. Ciclo de vida e transmissao
Os ixodideos, ninfas e adultos, durante a refeicdo sanguinea libertam esporozoitos, que

infetam os leucocitos, monécitos e linfécitos; estes esporozoitos sdo imoéveis, sendo um
acontecimento fortuito a interacao inicial entre estes e as células do hospedeiro. Apos a infegéo,
ficam livres no citosol, onde, num processo de esquizogonia, se multiplicam, de forma
assexuada, formando esquizontes ou Corpos Azuis de Koch e resultando em merozoitos. Os
esporozoitos, podem também infetar macréfagos e células dendriticas; contudo, nestas células,
0s esquizontes apenas se desenvolvem nos estadios primordiais (Shaw, 2003; Mans et al., 2015;
Nene & Morrison, 2016; Lempereur et al., 2017; Jalovecka et al., 2018). A espécie Theileria parva
infeta predominantemente linfécitos T e B, enquanto T. annulata tem como alvo linfécitos B e

macrofagos (Schubert et al., 2010). O desenvolvimento do estadio de esquizonte, nos leucdcitos,
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induz a ativacdo e proliferac@o dos leucdcitos hospedeiros infetados e, associando-se ao fuso
mitotico durante a divisdo celular, os parasitas conseguem dividir-se ao mesmo tempo que as
células hospedeiras, garantido a infecdo das varias células, aumentando assim
exponencialmente o numero de formas parasitarias (Nene & Morrison, 2016). Assim, a
esquizogonia permite uma rapida multiplicagcdo de parasitas, originando esquizontes (ou Corpos
Azuis de Koch), capazes de modular a resposta imunitaria do hospedeiro, alterando a sua
capacidade de proliferacdo de forma indefinida. Como referido anteriormente, as espécies
Theileria parva, T. annulata e T. taurotragi promovem uma transformacgéo neoplasica nas células
do hospedeiro, tornam-se resistentes a apoptose e adquirem a capacidade de invadir e de se
multiplicarem nos tecidos néo linfoides e linfoides do hospedeiro (Schubert et al., 2010; Jalovecka
et al., 2018). Este processo facilita a rapida multiplicacdo de parasitas antes da diferenciagao
para o estadio de merozoito infecioso (Nene & Morrison, 2016). Os merozoitos sao libertados,
através da rutura dos leucécitos, e invadem os eritrocitos; deste modo, quando as carracas,
larvas e ninfas, se alimentarem nos animais infetados vao ingerir eritrocitos infetados com
merozoitos de Theileria spp. (Branco et al., 2010; Mans et al., 2015; Nene et al., 2016). Como
representante dos Apicomplexa, ocorrem no género Theileria 0os processos de merogonia,
gametogomia e esporogonia (Figura 38) (Jalovecka et al., 2019). Neste género os gamontes sao
formados no intestino da carraca, diferenciam-se em microgadmetas e macrogametas, ocorrendo
de seguida a fecundacéo e a formacéo do zigoto, contrariamente a Babesia spp., 0s oocinetos
nao sao sujeitos a dois ciclos de multiplicacdo assexual migrando diretamente para as glandulas
salivares, sem que ocorra a invasao de outros tecidos, ocorrendo apenas transmisséo transtadial
(Nene et al., 2016; Jalovecka et al., 2018).

O desenvolvimento sexual deste protozodrio parece ser um processo longo, uma vez que:
0 aparecimento dos primeiros gametas ocorre entre um a cinco dias ap0s a replecdo da carraca
e a libertacdo dos oocinetos na hemolinfa 13 a 34 dias depois; contudo, no caso de Theileria
parva as carracas infetadas comecam a transmisséo do parasita a partir das 72 horas desde a
sua fixacdo com o hospedeiro, permanecendo infeciosas durante 11 meses (Constable et al.,
2017; Jalovecka et al., 2018).

A transmissao de Theileria spp. ocorre por intermédio de carracas que atuam como vetores
bioldgicos, as principais espécies estéo registadas na Tabela 20. Deste modo, a epidemiologia
da doenca é dependente da sua distribuicdo e habitat e da sua capacidade de completar o seu
desenvolvimento até a fase adulta. As carracas adultas séo vetores mais eficientes do que as
ninfas, sendo que em cada estadio de desenvolvimento ocorre uma amplificagcdo da competéncia
do vetor na transmissdo parasitaria e na capacidade de infetar mais do que um hospedeiro
durante o seu ciclo de vida. Normalmente, a maturacdo de Theileria spp. s6 ocorre apés a
alimentacdo da carraca no hospedeiro, no entanto, em casos de elevada temperatura, pode
ocorrer a maturacdo de Theileria parva em carracas no solo (Constable et al., 2017; Spickler,
2019).
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Figura 38: Ciclo de vida de Theileria parva (Adaptado de Marcelino et al., 2012).

Pode ocorrer também a transmissao mecanica através de fomites, moscas ou piolhos. A
transmissao vertical entre bovinos foi reportada para Theileria annulata e T. orientalis (Spickler,
2019).

Em infe¢Bes por Theileira annulata cerca de 90% dos eritrécitos podem estar parasitados,
com um ou mais merozoitos; e em infecdes por T. parva até 30%, ndo estando a viruléncia

correlacionada com a percentagem de eritrécitos infetados (Constable et al., 2017).

3.2.2.2. Resposta Imunitéria e sinais clinicos
A resposta imunitaria contra Theileria spp. € mediada essencialmente por mecanismos

celulares, requerendo o desenvolvimento de uma resposta de células T CD8+ contra antigénios
de superficie de linfécitos infetados com esquizontes. (Ahmed et al., 2008; Nene & Morrison,
2016).

A infecdo por Theileria spp. pode causar doen¢a aguda, subaguda ou crénica. Nas areas
endémicas, as racas autéctones afetadas apresentam essencialmente doenca subaguda e sédo
resistentes a reinfecdo apos a recuperagao (Branco et al., 2010).

O periodo de incubacdo de Theileria parva varia entre uma a trés semanas, variando
consoante a estirpe e a dose infetante (Constable et al., 2017).

Os sinais clinicos mais comuns de doenca sao: fraqueza, perda de peso, diminuigdo da
producdo de leite, anorexia, aumento da temperatura corporal, taquicardia, petéquias e
equimoses nas mucosas conjuntival e oral, corrimento ocular e nasal, linfadenomegéalia, mucosas

palidas (devido a anemia), ictericia, hemoglobindria, leucopenia, tosse, dispneia e diarreia
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(Hasanpour et al., 2008; Constable et al., 2017; Mohammed & Elshahawy, 2018; Spickler, 2019).
Os esquizontes sao o estadio com maior responsabilidade pelas alterag6es fenotipicas das
células alvo; os macréfagos infetados por esquizontes apresentam um aumento da sintese e da
atividade de metaloproteinas, que atuam como fatores de viruléncia, resultando em algumas das
lesbes observadas nas doengas, nomeadamente a capacidade metastatica das células infetadas
e a presenca de Ulceras em alguns 6rgaos (por exemplo, abomaso) e caquexia, por digestdo da
matriz extracelular (Branco, 2010). A linfadenomegalia é consequente da proliferacao de células
infetadas e de células linfoides resultantes da resposta imunitaria, sendo que 0s primeiros
linfonodos a serem afetados séo os linfonodos pré-escapulares, devido aos locais de eleicdo na
presenca de carragas (Branco, 2010; Mohammed & Elshahawy, 2018). A imunossupressao pode
ocorrer nos estadios agudos da doenga, sendo geralmente mais acentuada em infe¢des por
Theileria parva (Constable et al., 2017). Em casos de doenca aguda ocorre desorganizagéo e
destruicdo do sistema linfoide podendo culminar em morte, devido a edema pulmonar massivo
associado a migracao de células infetadas para os pulmdes, que libertam substancias vasoativas
(Durrani et al., 2012; Constable et al., 2017). O nivel de hemdlise depende da carga parasitéria,
ocorrendo esta devido a peroxidacao lipidica da membrana dos eritrécitos induzida pelos
merozoitos (Constable et al., 2017).

Nos estadios mais avancados da doenga 0s animais infetados ndo se conseguem levantar,
ocorrendo o aparecimento de diarreia e de hipotermia. Sinais como ictericia, desidratagao e
melena sdo ocasionais (Hasanpour et al., 2008; Mohammed & Elshahawy, 2018).

Nos casos de infe¢cdo por Theileria annulata ocorre também opacidade da cérnea levando
a cegueira, lacrimejar severo, conjuntivite bilateral e fotofobia, exoftalmia e lesdes da pele, edema
subcutaneo, nddulos, lesBes hemorragicas, ulcerativas e papuloeritematosas (Constable et al.,
2017; Mohammed & Elshahawy, 2018; Spickler, 2019).

A espécie Theileria parva pode provocar uma condic¢ao fatal que leva ao aparecimento de
sinais neuroldgicos, denominada de theileriose cerebral bovina, devido a presenca de células
infetadas nos capilares do sistema nervoso central, que levam ao surgimento de vasculite e
inflamacéo linfocitica do cérebro, caraterizado por movimentos descontrolados, cegueira
unilateral, movimentos de andar em circulo, “head pressing”, ataxia, opistétonos e paralisia. As
espécies Theileria annulata e T. taurotragi podem também levar ao aparecimento desta condigéo,
apesar de ocorrer com menor frequéncia. (Kaleibar et al., 2014; Catalano et al., 2015; Spickler,
2019).

Sinais como queratite e bleforoespasmo estao também referidos em infecdes por Theileria
parva (Constable et al., 2017).

Em relacdo a theileriose oriental, infecbes com o gendtipo lkeda tém sido reportadas em
surtos, cujos sinais clinicos sao: pirexia, letargia, inapténcia, linfoadenopatia, mucosas palidas
(devido a anemia hemolitica), mucosas palidas, ictericia, hemoglobindria, taquicardia, taquipneia,

anorexia, diarreia, corrimento nasal, diminuicdo da producéo de leite e perdas reprodutivas, como
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aborto e nados mortos, e morte em casos severos (Gebrekidan et al., 2019; Lawrence et al. 2019;
Spickler, 2019).

As restantes espécies pertencentes ao género Theileria tendem a tornar os animais
portadores assintométicos, no entanto podem demonstrar alguns sinais clinicos, em especial

guando existam co-infe¢Bes (Spickler, 2019).

3.2.3.  Anaplasma spp.
Anaplasma spp. € uma bactéria intracelular obrigatéria gram-negativa (Rymaszewska &

Grenda, 2008; Aubry & Geale, 2011).
No Diagrama 3 é apresentada a localizacdo sistematica e respetiva taxonomia de

Anaplasma spp., pertencente a familia Anaplasmataceae.

* Bacteria * Proteobacteria * Alphaproteobacteria * Rickettsiales * Anaplasmataceae » Anaplasma

Diagrama 3: Taxonomia de Anaplasma spp. (Adaptado de Taylor et al., 2016).

A anaplasmose é a doenca provocada por um agente (Anaplasma spp.) transmitido por
carragas com maior prevaléncia no mundo, sendo considerada uma doenga endémica a Sul de
Portugal (Stilwell, 2013; Moore & Strickland, 2018). O género Anaplasma afeta diversas espécies
domésticas e selvagens (Spickler, 2013). As espécies que afetam bovinos, bem como a sua
distribuicdo geografica e os principais vetores encontram-se na Tabela 21.

As taxas de seroprevaléncia de Anaplasma spp. variam amplamente entre paises e a
variabilidade dessas taxas contribui para o desenvolvimento de regiGes enzodticas
geograficamente estaveis. A epidemiologia desta doenca depende de fatores como: transmisséo,
idade do hospedeiro, racga, intensidade da infestacdo por vetores e densidade de animais; o
maneio adequado da doenca depende do conhecimento da sua prevaléncia e dos fatores de
risco associados a sua transmisséo (Silva et al., 2014).

Na Figura 39 observam-se algumas das espécies pertencentes ao género Anaplasma que

afetam bovinos.

Tabela 21: Espécies pertencentes ao género Anaplasma que infetam bovinos e respetivos vetores.
(Adaptado de Rymaszewska & Grenda, 2008; Taylor et al., 2016; Dugat et al., 2017).

Espécie Célulaque Vetores Distribuicao
infeta Geografica
Anaplasma marginale | Eritrdcito Rhipicephalus annulatus, Africa, Sul da Europa,
R. decoloratus, R. Austrélia, América do
microplus, Dermacentor Sul, Asia, antigos
andersoni, D. occidentalis = Estados Soviéticos,
e D. variabilis. Estados Unidos da
América
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Anaplasma centrale Eritrécito Ixodes spp. e | Por todo o mundo em
Haemaphysalis sp zonas de clima

tropical e subtropical,

incluindo o Sul da

Europa, e algumas

areas temperadas dos

Estados Unidos da

América

Anaplasma Granul6cito | Ixodes ricinus, |. scapularis, Provavelmente

phagocytophilum I. pacificus, |. persulcatus, mundial, Europa
I. spinipalpis, Rhipicephalus (Reino Unido,
pusillus, Dermacentor | Noruega, Finlandia,
marginatus, Hyalomma Holanda e Austria)
marginatum e
Haemaphysalis puntacta.

Anaplasma bovis Mondécito Hyalomma anatolicum, = Africa, Médio Oriente
Rhipicephalus (Turquia e Irdo), india
appendiculatus, e Sri Lanka

Amblyomma cajennense e
A. variegatum

A espécie Anaplasma centrale ndo € considerada patogénica, podendo causar apenas
doencga subclinica (Stilwell, 2013). A espécie Anaplasma phagocytophilum possui especial
importancia por se tratar de um agente zoonético (Rymaszewska & Grenda, 2008). A espécie

Anaplasma bovis era inicialmente conhecido por Ehrlichia bovis (Dumler et al., 2001).
» k, a .
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Figura 39: A - Anaplasma marginale (setas) em eritrécitos de bovinos (Adaptado de Nicholson et al., 2019);

— Inclusdes de Anaplasma bovis em mondcitos de ovino (Adaptado de Liu et al., 2012); C — Mérdulas de
Anaplasma phagocytophilum em neutréfilo de equino, coloragdo de Wright-Giemsa, x 100 (Adaptado de
Uehlinger et al., 2011).

3.2.3.1. Ciclo de vida e transmisséao
Os ixodideos sdo considerados os principais vetores de Anaplasma spp., infetando-se no

hospedeiro durante a sua alimentagéo, servindo também de reservatorio, nas glandulas salivares
(Zabel & Agusto, 2018). As carracas infetam-se durante a sua ingurgitacdo com eritrécitos (ou
leucaocitos, no caso de Anaplasma phagocytophilum e A. bovis) infetados (Hajdusek et al., 2013).
A bactéria em primeiro lugar invade e coloniza o epitélio do intestino médio, num processo
mediado por recetores, envolvendo a proteina superficial MSP1a, proteina também envolvida na
adesdo aos eritrécitos dos bovinos, no caso de Anaplasma marginale (Kocan et al., 2010;

Hammac et al., 2014). ApOs a sua internalizagcdo, este é encerrado dentro de um vacuolo
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parasitéforo, onde transita para a forma reticulada (forma vegetativa), que se multiplica por
divisdo binaria, formando grandes colonias; de seguida, a forma reticulada origina a forma de
nacleo denso capaz de sobreviver fora das células do hospedeiro (forma infeciosa). Estas formas
sdo entdo libertadas para infetar células adjacentes (Kocan et al., 2003; Marcelino et al., 2012;
Crosby et al., 2015). Ap0s replicacao inicial no epitélio intestinal (forma vegetativa), Anaplasma
marginale, entra na hemolinfa e subsequentemente invade as células epiteliais da glandula
salivar (forma infeciosa), onde sofre uma replicacdo final e desenvolve infeciosidade para os
ruminantes; deste modo, a transmissdo de Anaplasma marginale requer que ocorra uma invasao
e multiplicacdo nos tecidos do ixodideo, e termina o seu desenvolvimento na glandula salivar da
carraga (Hammac et al., 2014). Durante a sua alimenta¢&o ocorre a infegdo do hospedeiro, sendo
que na entrada de agentes patogénicos da familia Anaplasmataceae nas células dos
hospedeiros participa uma ampla gama de proteinas (Moumene & Meyer, 2016).

A infecdo dos bovinos ocorre pelos estadios de ninfa e adultos de carraca (Zabel & Agusto,
2018). Nao existe transmissdo transovarica na maioria das espécies, apenas transmissao
transtadial, no entanto Anaplasma marginale é capaz de efetuar uma transmissédo vertical na
carraga, mantendo-se esta como reservatorio; existe também dentro da espécie uma
transmissao intrastadial efetuada por machos de Dermacentor spp., uma vez que estes ficam
persistentemente infetados (Kocan et al., 2003; Rikihisa, 2011; Hove et al., 2018; Zabel & Agusto,
2018).

Na Figura 40 esta representado o ciclo de vida de Anaplasma marginale. Esta espécie é
capaz de efetuar uma infec@o persistente ao seu hospedeiro ruminante, alcancada através da
evasdo ao sistema imunolégico, usando um mecanismo de variagdo antigénica no qual sao
expressas diferentes variantes das proteinas de membrana externa (Crosby et al., 2015).

ApOs a detecdo da infecdo eritrocitaria, o niumero de eritrécitos infetados aumenta
geometricamente, duplicando a cada 24 horas; durante a fase aguda o nimero de células
infetadas pode ser superior a 10° por mililitro de sangue; de seguida, o nimero de eritrocitos
infetados diminui a medida que estes sé@o fagocitadas pelas células reticuloendoteliais bovinas
(Aubry & Geale, 2011; Kocan et al., 2003).

As principais espécies de carracas transmissoras de Anaplasma spp. estdo enumeradas na
Tabela 21.

O género Anaplasma pode ser transmitido de forma biolégica ou mecéanica, através de
fomites, tais como agulhas, serras de descorna, arganéis, instrumentos de tatuagem, alicates de
colocar brincos e instrumentos de castracdo. Pode ainda ser feita de forma mecéanica através de
outros artrépodes, como Tabanus spp. e Stomoxys spp., ou piolhos picadores-sugadores como,
Haematopinus spp. e Linognathus spp. (Kocan et al., 2003; Kocan et al., 2010; Marcelino et al.,
2012; Silva et al., 2014; Constable et al., 2017; Zabel & Agusto, 2018).

A transmissao por via transplacentaria esta descrita para infecbes por Anaplasma spp.,
através da passagem de eritrécitos infetados pela placenta, sem que ocorra amplificacdo do
agente (Kocan et al., 2003; Silva et al., 2014; Constable et al., 2017).
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A sazonalidade pode estar presente na transmissao de Anaplasma spp. de acordo com os
vetores envolvidos; surtos de inverno estao associados a transmissao iatrogénica ou a carracas

de inverno (Constable et al., 2017).

Dermacentor sp.

Forma densa

da carraca
com sangue

Figura 40: Ciclo de vida de Anaplasma marginale (Adaptado de Marcelino et al., 2012).

3.2.3.2. Resposta Imunitaria e sinais Clinicos
E sugerido que a imunidade protetora a infecdo por Anaplama spp. exija a ativacdo das

respostas das células T CD4+ e de anticorpos (Brown, 2012).

Ao longo da vida dos animais portadores existem ciclos de 10 a 14 dias, em que ha um
aumento e uma diminui¢cdo do numero de eritrécitos infetados, devido a presenca de picos
subsequentes de bacteriemia, controlados por anticorpos 1gG2 (Aubry & Geale, 2011; Brown,
2012)

O periodo de incubacdo do agente depende da dose infeciosa, variando entre sete e 60
dias, com uma média de 28 dias (Zabel & Agusto, 2018).

Os sinais clinicos de anaplasmose séo variados, podendo levar a infegbes agudas ou
subclinicas, variando consoante a viruléncia do agente patogénico, resisténcia da raca e idade
do hospedeiro. Incluem anemia e ictericia sem hemoglobinemia e hemoglobindria, resultante
numa fagocitose em massa dos eritrdcitos infetados, pelo sistema reticuloendotelial, febre (39,5
— 41 °C), letargia, anorexia, perda de peso, dispneia, aborto, depresséo da funcéo testicular e
pode levar a morte de animais (Aubry & Geale, 2011; Smith, 2015; Constable et al., 2017; Hove
et al., 2018).
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Os sinais clinicos de Anaplasma marginale ocorrem, normalmente, em animais com idade
superior a dois anos; animais com menos de nove meses séo assintomaticos (Kocan et al., 2003;
Hove et al., 2018). No caso de Anaplasma phagocytophilum, anaplasmose granulocitica, os
sinais incluem leucopenia e trombocitopenia, podendo ocorrer o aparecimento de infecdes
secundarias (Rikihisa, 2011).

Os animais que sobrevivam a infe¢des causadas por Anaplasma spp. tornam-se portadores
para o resto da vida, sofrendo ciclos sucessivos de riquetsemia (Hove et al., 2018).

Segundo Aubry & Geale (2011), consoante a suscetibilidade do hospedeiro, podem ser
infetados entre 10% a 90% dos eritrécitos, surgindo os sinais clinicos quando estéo infetados
mais de 15% dos eritrécitos.

3.2.4.  Ebhrlichia spp.
As espécies representantes do género Ehrlichia sdo bactérias intracelulares obrigatorias

gram-negativas, agentes de ehrlichiose, considerada como um dos grandes obstaculos a
elevada producgédo dos animais, em especial de racas exéticas em areas endémicas (Spickler,
2015; Ringo et al., 2018).

No Diagrama 4 estd representada a localizac@o sistemética e respetiva taxonomia do

género Ehrlichia que, tal como Anaplasma spp., pertence a familia Anaplasmataceae.

* Bacteria * Proteobacteria * Alphaproteobacteria * Rickettsiales « Anaplasmataceae J « Ehrlichia

Diagrama 4: Taxonomia de Ehrlichia spp. (Adaptado de Taylor et al., 2016).

A erliquiose é uma doenca emergente em humanos e animais domésticos. As espécies que
afetam bovinos, assim como 0s seus principais vetores e distribuicdo geografica, estdo
representados na Tabela 22.

Tabela 22: Espécies pertencentes ao género Ehrlichia que infetam bovinos e respetivos vetores. (Adaptado
de Taylor et al., 2016; Cabezas-Cruz et al., 2019; Li et al., 2019).

Espécie Vetores Distribuicao
Geografica
Ehrlichia ruminantium Amblyomma hebraeum, Africa, Sul do Sahara e
A. variegatum, A. pomposum, Caraibas (Guadalupe e
A. gemma, A.lepidum, A. tholloni, Antigua)

A. sparsum, A. astrion, A. cohaerens,
A. marmoreum, A. maculatum,
A. cajennense, e A. dissimile

Ehrlichia minasensis Rhipicephalus microplus, Canada, Brasil, Franca,
R. appendiculatus, Hyalomma Paquistao, Etiopia,
marginatum e H. anatolicum Africa do Sul e Israel
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As estirpes de Ehrlichia ruminantium, antes denominadas por Cowdria ruminantium,
possuem elevada diversidade, com variagdes na sua viruléncia, sendo responsavel por causar
pericardite exsudativa em bovinos (Dumler et al., 2001; Spickler, 2015; Guo et al., 2018). Na
Figura 41 encontram-se diferentes apresentacdes de Ehrlichia ruminantium.

A espécie Ehrlichia minasensis é considerada um agente patogénico emergente, tendo sido

negligenciado devido a sua reduzida importancia econdémica (Li et al., 2019).
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Figura 41: A - Neutroéfilo de caprino com Ehrlichia ruminantium; B — Célula endotelial em esfregaco cerebral
de caprino contendo moérula de Ehrlichia ruminantium (Adaptado de
http://www.cfsph.iastate.edu/Diseaselnfo/disease-images.php?name=heartwater&lang=en).

3.2.4.1. Ciclo de vida e transmissao
Os organismos de Ehrlichia ruminantium desenvolvem-se inicialmente nas células epiteliais

intestinais das carracas e, subsequentemente, invadem e desenvolvem-se nas células das suas
glandulas salivares. O hospedeiro vertebrado é infetado por bactérias presentes nas glandulas
salivares da carraca durante a sua replecdo. No entanto, ainda ndo se conhece bem o ciclo de
vida do organismo e a infeciosidade de estadios sucessivos da carraca (Marcelino et al., 2012).

No hospedeiro vertebrado a multiplicacédo é bifasica; Ehrlichia ruminantium divide-se por
divisdo binéria de corpos reticulados, enquanto os corpos elementares constituem o seu estadio
infecioso. A sua replicagdo ocorre nas células reticuloendoteliais dos linfonodos, sendo que a
rutura dessas células liberta corpos elementares que infetam células endoteliais. Nos estadios
iniciais da infegdo, Ehrlichia spp. transita entre células através de protusdes celulares,
conseguindo deste modo sair da célula infetada e entrar na célula vizinha, ndo infetada, sem
entrar no espaco extracelular e, assim, permitir a evasao do sistema imunitario do hospedeiro.
A entrada nas células endoteliais é feita através de um processo semelhante a fagocitose,
formando-se um vacuolo, onde se multiplica e leva a rutura das células para continuar o seu ciclo
(Allsopp, 2010; Mouméne & Meyer, 2016).

Na Figura 42 esta representado o ciclo de vida de Ehrlichia ruminantium.

As carracas do género Amblyomma séo carracas de trés hospedeiros e séo infetadas
durante os estadios larval e ninfal quando se alimentam em hospedeiros infetados. As carragas
nos estadios de ninfas e adultos, transmitem Ehrlichia ruminantium a hospedeiros suscetiveis
sem perder sua condicdo infeciosa (Marcelino et al., 2012). Spickler (2015) refere que as
carracas podem ficar infetadas durante pelo menos 15 dias.

ApOs a fixagdo ao hospedeiro a carraca infeta-o em um a dois dias, ou em dois a trés dias,

conforme se esta no estado de ninfa ou adulto, respetivamente (Constable et al., 2017).
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Figura 42: Ciclo de vida de Ehrlichia ruminantium (Adaptado de Marcelino et al., 2012).

A transmisséo transtadial foi demonstrada, mas a transmisséo transovarica foi relatada
apenas uma vez e em condi¢cdes de laboratério, ndo havendo provas da sua ocorréncia em
infecdes naturais (Marcelino et al., 2012; Spickler, 2015).

As principais espécies de carragas transmissoras de Ehrlichia spp. estdo enumeradas na
Tabela 22.

Pensa-se que a transmisséao vertical de Ehrlichia ruminantium seja possivel, uma vez que
ja foi encontrada em amostras de colostro (Allsopp, 2010; Spickler, 2015). A transmisséo
iatrogénica, como ja foi referida para os restantes agentes, pode também ser possivel, no
entanto, € menos provavel uma vez que o agente é muito fragil e ndo sobrevive fora de um
hospedeiro por mais de algumas horas a temperatura ambiente, embora existam relatos de que
resista durante 72 horas a 4°C. O sangue, exposto a luz solar, perde a capacidade de infetar

outros hospedeiros em menos de cinco minutos (Spickler, 2015).

3.2.4.2. Resposta Imunitéria e sinais clinicos
O género Erhlichia possui fatores de viruléncia para evitar as defesas inatas do hospedeiro,

incluindo a apoptose; é capaz de perturbar vias de sinalizagéo, inibindo a ativacdo de macrofagos
por interferdes e interleucinas, conseguindo tirar proveito das células hospedeiras. A imunidade
contra erliquiose estd relacionada com a capacidade dos linfocitos de animais infetados
produzirem IFN-y, que ird ativar macréfagos. Sao as respostas pro-inflamatérias contra Erhlichia

spp. que levam a erliquiose fatal. (Mouméne & Meyer, 2016; Constable et al., 2017).
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O periodo de incubacdo em infe¢cdes naturais é de aproximadamente 18 dias em bovinos,
podendo surgir alguns sinais clinicos ligeiros até a quarta ou quinta semana ap0s a exposi¢ao
ao agente (Spickler, 2015).

Raramente sdo observados casos superagudos de erliquiose, sendo geralmente relatados
em racas ndo autoctones, estes caraterizam-se por morte subita, que pode ser acompanhada
por convulsdes terminais, precedida por um breve intervalo de febre, dificuldade respiratéria
grave, hiperestesia e lacrimejamento, e em certos casos diarreia. A forma aguda da doenca é a
mais comum, os sinais presentes incluem: febre repentina, anorexia, mucosas congestionadas
e sinais respiratérios, como tosse humida, estertores e taquipneia, que podem progredir para
dispneia; alguns animais apresentam diarreia, que pode ser profusa e/ou hemorragica; sinais
neurolégicos, devido a edema cerebral, ocorrem geralmente, incluindo movimentos de
mastigacao, protrusao da lingua, blefaroespasmo, andar em circulos, movimentos em marcha,
rigidez com tremores musculares e alteracdes comportamentais (Wagner et al., 2002; Spickler,
2015; Constable et al., 2017). Sdo também encontradas transudag¢fes nas cavidades corporais
e em certos 6rgdos, como pericéardio, pulmdes e cérebro; deste modo, os sinais neurolégicos
ocorrem devido ao edema do cérebro; o hidropericardio leva a disfuncao cardiaca e o edema
pulmonar a dificuldades respiratérias (Wagner et al., 2002). Animais com a forma aguda da
doenca geralmente morrem numa semana. Nos estddios terminais sdo comuns: o decubito
lateral com movimentos de pedalagem, opistétonos, hiperestesia, nistagmo e espuma na boca.
A erliquiose também pode apresentar-se na forma subaguda com sinais mais brandos, como:
febre prolongada, tosse e falta de coordenacdo motora discreta. Os sinais neurolégicos sdo
inconsistentes nesta forma, sendo uma forma rara (Spickler, 2015). A maioria dos animais
recupera de uma forma lenta, sendo que o curso da doenca é prolongado, podendo a febre durar
mais de 10 dias (Wagner et al., 2002). O estado portador varia entre um a dois meses até mais
de um ano, ap0s infe¢des naturais ou experimentais, ficando imunes durante seis meses a quatro
anos (Allsopp, 2010; Spickler, 2015; Constable et al., 2017). Animais com menos de trés
semanas de idade, ou afetados com estirpes de baixa viruléncia, ou que possuem alguma
resisténcia natural, ou imunidade parcial, ndo apresentam sinais clinicos (Wagner et al., 2002).

A mortalidade pode ser superior a 60% em ragas exoticas, mas abaixo dos 5% em animais

autéctones (Taylor et al., 2016).

3.3. LesOes post mortem

As lesBes encontradas variam consoante a espécie causadora de doenca e o curso da
doenca. Na

Tabela 23 estéo apresentadas algumas das lesdes post mortem encontradas na babesiose,

theileriose, anaplasmose e erliquiose bovina.
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Tabela 23: Lesdes post mortem de babesiose, theileriose, anaplasmose e erliquiose bovina (Adaptado de
Taylor et al., 2016; Constable et al., 2017; Gharbi et al., 2017; Spickler, 2018; Spickler, 2019).

Doenga LesGes post mortem encontradas

Babesiose

Theileriose

Carcaca emaciada, ictericia, sangue “fino e aquoso”, fascia
intermuscular edematosa, tecidos palidos;

Coagulacéo intravascular;

Petéquias subepicéardicas e subendocardicas, hidropericardio;

Edema e congestao pulmonar;

Linfadenomegalia;

Esplenomegalia, bago com uma consisténcia friavel e pulposa e escuro;

Figado castanho-amarelo, distens&o da vesicula biliar e hemorragia da
superficie da mucosa, bilis com material semi-sélido ou espessa e escura;

Mucosa abomasal e intestinal ictérica com hemorragias na subserosa;

Rins vermelho-escuro ou pretos e edematosos;

Bexiga pode conter urina de cor normal ou escura avermelhada.

Hemorragias disseminadas;

Carcaca emaciada, anémica e ictérica;

Flacidez do coracdo com petéquias no epicardio e endocérdio,
hidropericéardio;

Hidrotérax; pulmdes congestionados e edemaciados;

Linfadenomegalia com atrofia do conteudo celular; os linfonodos podem
apresentar-se edematosos e hemorragicos;

Esplenomegalia;

Hepatomegalia, figado friavel e com coloracdo castanho-amarelada,
vesicula biliar distendida contendo bilis espessa de cor verde;

Rins congestionados, com enfartes ou com coloracéo castanha palida;
acumulacéo de liquido seroso no interior da capsula renal;

Ulceras no abomaso, intestino delgado e grosso, contetdo intestinal
amarelado;

Pequenos nédulos linféides no figado, rins, trato digestivo e cutaneos;

Pulmdes hiperémicos e cheios de fluido, presenca de exsudato na
traqueia e brénquios;

Petéquias na pleura visceral e parietal, cértex adrenal, bexiga e
mediastino;

Petéquias na mucosa conjuntival;

Congestdo das meninges.
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Ictericia, palidez dos tecidos;
Linfadenomeagélia, congestdo dos linfonodos;
Esplenomegalia;
Anaplasmose Hepatomegalia, colorac@o alaranjada do figado, congestdo hepética,
colestase, aumento da vesicula biliar;
Cavidade da medula éssea avermelhada;
Petéquias no epicardio, pericardio, pleura e diafragma.
Linfadenomegélia mediastinal e brénquica;
Petéquias no epicardio e endocardio, hidropericardio;
Hidrotérax, edema pulmonar com fluidos traqueais e brénquicos;
Erliquiose Esplenomegalia;
Congestao intestinal;
Hepatomegalia, vesicula biliar distendida;

Congestao cerebral e de vasos sanguineos meningeos.

3.4. Diagnasticos Diferenciais

Com base nos sinais clinicos comuns apresentados pelos diferentes quadros clinicos, estéo
apresentados alguns dos diagnosticos diferenciais de babesiose, theileriose, anaplasmose e
erliquiose bovina, na Tabela 24.

Tabela 24: Diagnésticos diferenciais de babesiose, theileriose, anaplasmose e erliquiose bovina (Adaptado
de Taylor et al., 2016; Constable et al., 2017).

Doenca Diagnosticos Diferenciais

Theileriose;
Hemoglobindria pés-parto;
Babesiose Hemoglobindria bacilar;
Intoxicacado por S-Metil-L-Cisteina-Sulfoxide (SMCO);
Leptospirose.
Tripanossomose;
Babesiose;
Anaplasmose;
Erliquiose;
Theileriose Febre Catarral Maligna;
Diarreia Viral Bovina;
Peste Bovina,;
Diferentes theilerioses;

Linfoma.
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Leptospirose;
Hemoglobindria pds-parto;
Anaplasmose Babesiose;
Intoxicacao cronica por cobre;
Theileriose.
Carbunculo hematico;
Raiva;
Tétano;
Botulismo;
Anaplasmose;
Erliquiose Babesiose cerebral,;
Theileriose cerebral;
Meningite;
Encefalite;
Hipomagnesiemia,;

Listeriose.

3.5. Diagnostico

O diagnéstico da infecdo por Babesia spp., Theileria spp., Anaplasma spp. e Ehrlihicia spp.
pode ser feito através de métodos que detetam o organismo ou através de métodos serolégicos,
podendo ser utilizados de forma isolada ou em combinacdo (Mans et al., 2015; Alvarez, 2019).

Os métodos referidos de identificacéo de organismos s&o:

e  Observacéo microscopica;

e Reacédo de polimerase em cadeia (PCR);
e  Subinoculacgéo;

e  Cultura in vitro.

Os testes serolégicos podem ser utilizados para demonstrar a exposi¢cdo dos animais ao
agente, assim como a transferéncia de anticorpos pelo colostro em vitelos (Alvarez et al., 2019).
Estes testes, além de apresentarem dificuldade na execucédo e morosidade, sdo considerados
testes com uma baixa especificidade, devido a reatividade cruzada de antigénios e
enfraquecimento da resposta imune especifica a longo prazo, pelo que ndo sao testes fiaveis
para detetar animais portadores (Noaman, 2012; Rojas-Martinez et al., 2018).

Os testes seroldgicos referidos séo:

e Teste indireto de fluorescéncia de anticorpos (IFAT);
e Ensaio de imunoabsorc¢do enzimatica (ELISA);
e Teste de fixacdo do complemento (CFT);

e Teste de aglutinagcdo em cartdo (CAT);
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e Imunocromatografia (ICF).

Apesar da anamnese, dos sinais clinicos, das lesdes e da resposta ao tratamento serem
indicativas de babesiose, theileriose, anaplasmose e erliquiose, um diagnéstico definitivo sé é
alcangado através de métodos laboratoriais, sendo de salientar a elevada frequéncia de infe¢cdes
mistas (Almeria et al., 2001; Georges et al., 2001; Spickler, 2013)

3.5.1. Identificac&o do organismo

3.5.1.1. Observacao microscopica
Os esfregagos sanguineos sdo obtidos a partir de sangue periférico e corados pelo método

de Giemsa e, observados ao microscépio 6tico com uma ampliagdo de 1000x utilizando 6leo de
imerséo (Homer et al., 2000; Zintl et al., 2003; Gharbi et al., 2017; Peter et al., 2019).

A sensibilidade e a especificidade na identificacdo do parasita com base no exame
microscopico de esfregagos sanguineos dependem muito da experiéncia e proficiéncia do
examinador (Lempereur et al., 2017). Além disso, nos casos em que esté presente um reduzido
namero de hemoparasitas, resulta em falso-negativos, como é o caso dos animais portadores,
além de que, por vezes a dificuldade na identificac@o das diferentes espécies pela sua morfologia
pode levar a erros, especialmente em casos de infe¢Bes mistas (Almeria et al., 2001; Silva et al.,
2014).

No caso de Babesia spp., pesquisam-se formas intraeritrocitarias; de Theileria spp. o
diagnostico é efetuado a partir da presenca de formas intraeritrocitarias ou de formas
intralinfocitarias, esquizontes ou Corpos Azuis de Koch; de Anaplasma marginale e A. centrale
podem observar-se 0s corpos de inclusdo nos eritrocitos, e moérulas intracitoplasméticas em
leucdcitos em A. bovis e A. phagocytophilum; de Ehrlichia spp. detetam-se os corpos de incluséo
nos leucocitos (Homer et al., 2000; Kocan et al., 2003; Lempereur et al., 2017; Spickler, 2019).
No caso de espécies que se acumulam em capilares, de que é exemplo Babesia bovis podem
também ser encontradas em esfregacos de certos 6rgaos, como cérebro, bago, figado ou rins;
nas espécies pertencentes ao género Theileria podem ser identificadas também em esfregacos
obtidos a partir de linfonodos, figado ou baco (Lempereur et al., 2017).

Em relagdo a Ehrlichia ruminantium, o diagnéstico é facilitado quando apds a morte do
animal se observam col6nias tipicas nos capitares do tecido cerebral, fixados em alcool metilico
e corados pelo método de Giemsa. No entanto, é necessaria experiéncia para diferencia-las de
outros hemoparasitas, tais como Babesia bovis, de certas células sanguineas, como trombdcitos
e granuldcitos, de estruturas subcelulares normais, como mitocéndrias e granulos de mastécitos,

ou de artefactos de manchas de precipitagéo (Taylor et al., 2016).

3.5.1.2. Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)
A técnica de PCR amplifica um uUnico pedaco de &cido desoxirribonucleico (ADN) em

milhGes de copias in vitro, com o objetivo de detetar a presenca ou auséncia de uma pequena

sequéncia de ADN. Este método, considerado um teste de elevada especificidade e
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sensibilidade, possui a capacidade de detecdo de organismos em baixas infe¢bes, sendo
particularmente importante devido & sua sensibilidade na dete¢cdo de animais portadores
(Almeria et al., 2001; Alvarez et al., 2019).

A técnica de PCR possui, assim, uma eficacia superior na dete¢éo de organismos do que a
observagédo ao microscopio 6tico, além de permitir a discriminacéo das espécies entre agentes
patogénicos e ndo patogénicos, e de ser uma técnica mais rapida quando comparada com a
cultura in vitro de organismos. As pesquisas de ADN dos agentes através desta técnica podem
ser feitas tanto no hospedeiro vertebrado como nas carracas (Almeria et al., 2001; Alvarez et al.,
2019; Zaid et al., 2019).

Diversas técnicas de PCR tém sido desenvolvidas, tais como: PCR em tempo real, nested-
PCR ou multiplexPCR (Mosqueda et al., 2012; Alvarez et al., 2019).

3.5.1.3. Subinoculacéo
Esta técnica permite a detecao de parasitas em animais com uma baixa carga infeciosa,

portadores ou animais persistentemente infetados, através da subinoculacdo de sangue desses
animais em vitelos esplenectomizados. Contudo, além dos custos associados, ndo € um método
ético (Aubry & Geale, 2011; Alvarez et al., 2019).

3.5.1.4. Culturain vitro
A técnica de cultura in vitro é utilizada para demonstrar a presenca de infe¢des em animais

portadores (Alvarez et al., 2019). As vantagens da sua utilizacdo sao: possibilidade do estudo
da fisiologia do agente, permitir executar descricdes genéticas, ver a sua suscetibilidade a
farmacos, bem como, aperfeicoar metodologias de diagndstico (Portillo et al., 2017). De uma
forma generalista, esta metodologia é apenas utilizada em procedimentos de estudo e néo
rotineiramente, devido a sua complexidade e morosidade (Alvarez et al., 2019).

3.5.2. Métodos seroldgicos

3.5.2.1. Teste Indireto de Fluorescéncia de Anticorpos (IFAT)
O método de IFAT é baseado no reconhecimento de antigénios parasitarios por anticorpos

séricos no sangue do animal testado. Os anticorpos ligados aos antigénios sédo detetados por
um anticorpo anti-imunoglobulina marcado com um fluorocromo (anticorpo secundario)
(Mosqueda et al., 2012).

Este método apresenta uma boa sensibilidade, mas possui diferentes niveis de
fluorescéncia, fluorescéncia inespecifica, dificuldades na padronizacdo e subjetividade do
operador. Um dos maiores problemas da utilizac@o da técnica é a reatividade cruzada observada
entre espécies intimamente ligadas (Vidotto & Marana, 2001; Mans et al., 2015). As vantagens
da sua utilizagcdo sao: detecdo precoce de anticorpos, simplicidade, mais econ6mico e menor

tempo de consumo (Alvarez et al., 2019).
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3.5.2.2. Ensaio de Imunoabsorcédo enziméatica (ELISA)
O método de ELISA deteta e qualifica a presenca de anticorpos em baixas concentragdes

(Vidotto & Marana, 2001).

Inicialmente, 0 método de ELISA era realizado utilizando antigénio purificado em bruto, mas
existia uma elevada reatividade cruzada com proteinas séricas. Métodos mais recentes incluem
a utilizacdo de antigénios recombinantes e anticorpos monoclonais, aumentando a
especificidade, através da utilizac@o de proteinas patogénicas antigénicas ligadas aos poc¢os de
ELISA que sdo utilizadas para a detengdo de anticorpos anti-agente utilizando uma anti-
imunoglobulina G (IgG) conjugada com uma enzima, geralmente peroxidase (Mosqueda et al.,
2012). Existem diferentes tipos de testes de ELISA tais como: ELISA competitivo, ELISA indireto
e dotELISA (Aubry & Geale, 2011).

As vantagem da utilizac@o de ELISA perante IFAT sao: a interpretacdo menos subjetiva dos
resultados e a facilidade de automatizacdo para um grande nimero de amostras, no entanto,
apresenta uma especificidade inferior (Zintl et al., 2003).

3.5.2.3. Teste de Fixacao do Complemento (CFT)
O método de CFT é dependente da presen¢a de anticorpos fixadores do complemento,

essencialmente imunoglobulina M (IgM), pelo que possibilita a detecdo de infecdes precoces,
ndo sendo indicado para detetar animais infetados cronicamente (Alvarez et al., 2019). O teste
de fixacdo do complemento possui uma especificidade muito alta, no entanto, possui uma baixa
sensibilidade, pelo que ndo deve ser utilizado para a dete¢éo de doenca em animais individuais
(Chung et al., 2014)

3.5.2.4. Teste de Aglutinacdo em Cartao (CAT)
O método de CAT é executado num cartdo de teste onde se coloca fator de soro bovino, o

soro para testar e antigénio especifico contra o agente. E efetuado através da avaliacdo da
presenca de aglomeracéo e, caso esta ndo ocorra o teste é considerado negativo (OIE, 2019).

O método de CAT é um teste sensivel, que pode ser realizado no campo e que possibilita a
obtencéo de resultado em alguns minutos, no entanto, pode ser dificil preparar a suspenséo de
antigénio (OIE, 2019).

3.5.2.5. Imunocromatografia (ICT)
O método de ICT deteta anticorpos contra um antigénio especifico numa pequena

guantidade de soro, ambos impregnados numa tira baseada numa membrana de nitrocelulose;
€ um teste rdpido e sensivel, podendo ser executado a campo (Mosqueda et al., 2012; Alvarez
et al., 2019).

Na Tabela 25 estdo referidos alguns métodos de diagndstico, bem como a sua finalidade

consoante a recomendacao da Organiza¢do Mundial da Saude Animal (OIE).
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Tabela 25: Métodos de diagnéstico de Babesia spp., Theileria spp. e Anaplasma spp. bovinas e a sua
finalidade (Adaptado de OIE, 2019).

Finalidade

Estado
. . . = imunitario
= Animal livre Contributo - . Prevencéao R
Agente Método Ilzi’vc;zu(ljzgao de infecdo para dCéJl;];rsrg:gao de infecdo gﬁ animais
" = antes de politicas de - = .
e movimentacdo = erradicagdo & e vigilancia gggglagoes
vacinacao
Qbservgc;go i + ) 44 ) )
microscopica
Babesia PCR - ++ + o 45 b dr R _
spp. CFT - - - - - +
ELISA ++ + + ++ + - ++ + ++ +
IFAT + - - - ++ ++ +
E?(amlnrfl(;go ) o o _ +++ - -
L microscopica
Theileria PCR + ++ ++ +++ + -
spp. ELISA + + + + - ++ + -
IFAT + ++ + + + - + + + -
Examinacéo _ + _ T _ _
microscopica
PCR - +++ - ++ + - -
Anaplasma CAT _ . - - + +
S ELISA ++ + + ++ + - + + + + + +
IFAT + - - - ++ ++
CFT - - - - + -

Chave: + + + = método recomendado; + + = método adequado; + = pode ser utilizado em algumas situagdes,
mas o custo, a fiabilidade ou outros fatores limitam severamente a sua aplicagdo; - = ndo apropriado para
a finalidade.

3.6. Controlo

A incidéncia de doencas em bovinos provocadas por agentes transmitidos por carragas tem
vindo a aumentar devido a alguns fatores, como: inexisténcia de vacinas eficazes disponiveis,
expansao geogréfica dos vetores transmissores, alteragdes climaticas, interven¢des humanas e
resisténcia a acaricidas, bem como, pela a transmissdo resultante de animais selvagens
infestados com carracas (Gallego-Lopez et al., 2019; Suarez et al., 2019).

A compreensdo do ciclo de vida dos parasitas € indispensavel na implementacéo de
estratégias de controlo, assim como para identificar novas estratégias de intervencdo (Nene et
al., 2016). A detecao de animais portadores de infe¢ées subclinicas é essencial para estimar o
risco apresentado pelos agentes patogénicos (Elsify et al., 2015).

Apesar da disponibilidade e do uso de vacinas vivas que, em alguns paises, compreendem
0 uso de microorganismos atenuados, as doencas provocadas por agentes transmitidos por
carracas permanecem pouco controladas, confirmando a necessidade urgente de novas vacinas
para impedir o desenvolvimento de doencas agudas e a expansao dos agentes em areas nao
endémicas (Suarez et al., 2019).
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Algumas das formas de controlo de doencas provocadas por agentes transmitidos por
carragas disponiveis sdo:
¢ Manutencao dos efetivos livres de infegéo;
e Acaricidas;
o Administracéo profilatica de antibioticos;
e Controlo mecénico;
o Estabilidade Endémica Natural;

e Vacinas.

3.6.1. Manutencéo dos efetivos livres de infecao
Aubry & Geale (2011) referem que um dos métodos de controlo de anaplasmose é a

manutencéo dos efetivos livres de doenga, através da testagens de todos os animais, bem como
dos novos animais inseridos no efetivo; em caso de resultados positivos, 0os animais devem ser
imediatamente eliminados ou, alternativamente, devem ser tratados e testados novamente para
verificar se eliminaram o estado portador. Uma vez que o diagndstico podera ter um falso-
negativo, 0s animais inseridos no grupo devem, idealmente, ser provenientes de efetivos sem a
doenca. Também de modo a aumentar o rigor, 0s animais devem, ser testados duas vezes com
um intervalo de trés semanas, sem que ocorra o risco de infecdo durante esse periodo. E uma
medida especialmente importante em areas onde a prevaléncia de infe¢cdo é baixa (Aubry &
Geale, 2011). Esta medida, referida como método de controlo de anaplasmose, deve ser

transposta para as restantes doencas referidas no presente trabalho.

3.6.2. Acaricidas
A utilizacdo de acaricidas constitui a base da prevencado das doencas provocadas por

agentes transmitidos por carragas. No entanto, o uso de acaricidas previne apenas parcialmente
a ocorréncia de doenca, uma vez que, além deste modo de infecdo, existe a possibilidade de
transmissdo mecanica, acrescido ao facto de os acaricidas ndo conseguirem eliminar totalmente
as carracas (Kocan et al., 2003; Spickler, 2013).

Os acaricidas possuem diversos efeitos negativos, nomeadamente: efeito residual no leite
€ ha carne, contaminacdo ambiental e 0 seu uso recorrente é responsavel pelo aumento de
resisténcias, associadas a mutacdes nos genes relacionados com a suscetibilidade a farmacos
(Domingos et al., 2013). Assim, devem ser consideradas a suscetibilidade / resisténcia de forma
a obter sucesso no procedimento (Almazan, 2018). Podem ainda interferir na estabilidade
endémica, tornando os animais suscetiveis a doenga (Quiroz-Castafieda et al., 2016).

Os organofosfatos, organocloretos, piretréides, amidinas, lactonas macrociclicas e
benzoilfenilureias sdo alguns dos acaricidas utilizados (Meneghi et al., 2016; Almazan, 2018).

Para além do controlo dos ixodideos que se encontram no hospedeiro, pode também

associar-se a manutencdo dos animais em ambientes ndo favoraveis a sobrevivéncia e
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conclusédo dos seus ciclos de vida, apesar desta medida ndo ser possivel em todos os modos de
producéo (Aubry & Geale, 2011).

3.6.3. Administracao profilatica de antibioticos
Um dos métodos referidos como profilaticos para o controlo de doencas provocadas por

agentes transmitidos por carragas consiste na utilizacdo de antibidticos preventivamente, no
entanto, o uso intensivo de antibidticos acarreta o risco inaceitavel do aumento das resisténcias

por parte dos microorganismos (Kocan et al., 2010).

3.6.4. Controlo mecanico
Uma vez que a transmissdo das doencas referidas ocorre através de vetores biolégicos,

mas também através de vetores mecanicos, o controlo mecanico deve também ser efetuado
através do controlo de moscas, bem como da limpeza de todos os espacos fisicos utilizados
pelos animais, como: vacarias, telheiros, manjedouras, bebedouros, e todos os utensilios
utilizados. A utilizacdo de agulhas descartaveis que devem ser trocadas a cada animal, é
recomendado, bem como a desinfecéo de todos os instrumentos cirdrgicos e de contacto direto
com os animais, como alicates de colocar brincos, arganéis, entre outros; devem também ser

trocadas as luvas de palpacéo entre animais (Aubry & Geale, 2011).

3.6.5. Estabilidade Endémica Natural
A estabilidade endémica é definida como o estado em que a rela¢@o entre hospedeiro,

agente, vetor e meio ambiente, resulta em doenca clinica rara ou inexistente; no caso das
doencas provocadas por agentes transmitidos por carragas ocorre quando a taxa de transmissao
de agentes pelo vetor é suficiente para estimular a manutencéo de imunidade antes da perda de
resisténcia ao aparecimento de doenga clinica. No entanto, a estabilidade endémica natural
raramente pode ser considerada uma estratégia de controlo de doencas. Em primeiro lugar, em
areas endémicas, os efeitos climatéricos, o gendtipo dos hospedeiros e as estratégias de maneio
tém inevitavelmente um efeito importante na taxa de transmissdo e na sua manutencao,
podendo, contudo, sofrer alteragdes sazonais e anuais. Em segundo lugar, a estabilidade
endémica € um conceito econdmico que incorpora a gestao de risco e o limiar de perda. A
estabilidade endémica varia entre paises, por exemplo, na Australia e na América as interacdes
vetor-doenca s&o mais simples do que em Africa, onde existem mais doencas, mais vetores,
reservatérios de caga e uma maior variedade de ragas suscetiveis. A estabilidade endémica pode
ser adquirida de forma natural, ou através da vacinagao de animais com vacinas vivas (Constable
et al., 2017).

O uso ocasional de acaricidas ajuda na manutencao de estabilidade endémica uma vez que

0s animais ainda podem ser expostos a baixos niveis de infe¢ao (Constable et al., 2017).
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3.6.6. Vacinas
As vacinas sdo o método mais econdémico e sustentavel para prevenir e controlar doencas

infeciosas em animais, para melhorar o bem-estar e diminuir o custo produtivo; além de que a
implementacdo de programas de vacinacdo em massa pode contribuir para a reducédo da
utilizacéo de outros farmacos, diminuindo o aparecimento de resisténcias e o surgimento de
doencas, incluindo zoonoses (Marcelino et al., 2012).

O desenvolvimento de imunidade protetora estd dependente de fatores relacionados com o
hospedeiro, nomeadamente: idade, stress, infe¢do / vacinacdo concomitante e 0 seu genotipo
(Bock & Vos, 2001).

Na tabela Tabela 26 estéo representadas algumas das vacinas contra 0s principais agentes

transmitidos por carracas causadores de doenga em bovinos.

Tabela 26: Principais vacinas contra agentes transmitidos por carragas em bovinos (Adaptado de Marcelino
et al., 2012; Constable et al., 2017).

Agente Vacina

Babesia bovis Vacina recombinante

Babesia bigemina Vacina viva

Theileria annulata Vacina viva e atenuada
Theileria parva Método de infecdo e tratamento
Anaplasma centrale Vacina viva

Vacina viva e vacina morta baseada em Anaplasma marginale ou
Anaplasma marginale | A. centrale; Vacina atenuada; Vacina morta baseada em culturas de
linhas de células de carragas
Vacina viva inativada e recombinante (baseada em ADN e
Ehrlichia ruminantium
proteinas)

As vacinas, tanto vivas como mortas, reduzem ou previnem o aparecimento de doenca
clinica, no entanto, ndo previnem que os animais se tornem persistentemente infetados (Kocan
et al., 2003).

O uso de vacinas vivas a base de parasitas atenuados é o pilar para controlar a babesiose
bovina em diversos paises, como Australia, Israel e Argentina. No entanto, a produgéo de vacinas
vivas é oneroso, além de possuirem muitas limitagdes, como a necessidade de uma cadeia de
frio, possibilidade de contaminacdo com outros agentes infeciosos, alto risco de reversdo a
viruléncia, uma vida til curta, entre outros (Suarez & Noh, 2011; Suarez et al., 2019). Contudo,
embora ndo estejam disponiveis vacinas de subunidade mais seguras, elas sdo o método mais
sustentavel e desejavel para o controlo da babesiose bovina (Suarez et al., 2019). As vacinas de
subunidades recombinantes contra parasitas de Babesia spp. poderiam, potencialmente, atingir
véarios pontos do ciclo de vida do parasita, em mudltiplos estadios: as proteinas expressas na

superficie de esporozoitos, merozoitos, ou na superficie de eritrécitos infetados sao
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consideradas alvos-chave para o desenvolvimento de vacinas para o estadio sanguineo,
enquanto as proteinas envolvidas no desenvolvimento do parasita no estadio sexual séo
consideradas alvos-chave para o desenvolvimento futuro de vacinas antiparasitas no estadio da
carraca, para impedir a transmissdo do parasita para os hospedeiros (Rathinasamy et al., 2019).

Outro aspeto negativo da utilizacéo de vacinas vivas € referido por Nene & Morrison (2016)
em relacé@o a Theileria annulata, onde mencionam que a utiliza¢@o de vacinas vivas provenientes
de outros paises leva a introducao de estirpes parasitarias de diferente viruléncia e capacidade
antigénica. Como é referido na Tabela 26, em relacao a Theileria parva, utiliza-se o método de
infecdo e tratamento, no qual se administra uma dose de vacina viva potencialmente letal de
parasita e se procede ao tratamento do animal com oxitetraciclina de longa acdo ou,
preferencialmente, parvaquona. No entanto, tém sido desenvolvidos estudos com vista a
utilizacdo de isolados de baixa patogenicidade ou de esporozoitos com baixa infeciosidade;
contudo, um dos principais problemas demonstrado é a formacdo de imunidade para estirpes
Unicas, pelo que, uma das solu¢des que tem vindo a ser estudada € a utilizacéo de vacinas vivas
compostas, sendo a mais utilizada a vacina trivalente cocktail de Muguga, no entanto, esta vacina
contém uma diversidade genotipica e antigénica relativamente limitada (Constable et al., 2017;
Steinaa et al., 2018; Bishop et al., 2020; Morrison et al., 2020).

As abordagens convencionais de vacinologia que resultam em vacinas vivas ou vivas
atenuadas para anaplasmose podem transmitir outros agentes patogénicos presentes no
sangue, como é o caso de Anaplasma centrale. Deste modo, ndo podem ser utilizadas em paises
onde o organismos esta ausente, uma vez que acarretam o risco inerente de transmitirem
parasitas a animais ndo vacinados que partilhem a mesma pastagem e de introduzirem novos
agentes (Quiroz-Castafieda et al., 2016).

Apesar da sua importancia veterinaria, atualmente ndo existe uma vacina totalmente eficaz
para qualguer uma das doencas provocadas por agentes transmitidos por carracas (Marcelino et
al., 2012). Um dos problemas encontrados no controlo dessas doencas esta relacionado com a
elevada diversidade antigénica e genética encontradas nas estirpes de uma regido para outra,
dentro do mesmo grupo de animais e até dentro do mesmo animal (Quiroz-Castafieda et al.,
2016). Exemplo disto € a fraca eficicia das vacinas contra Ehrlichia ruminantium que além de
uma ampla variedade gendmica e com diferentes capacidades de protecéo cruzada, geralmente
circulam em simultdneo na mesma regido (Constable et al., 2017).

Atualmente, 0s novos avancos na pesquisa de vacinas sdo cada vez mais dependentes das
novas abordagens “omics”, que incorporam tecnologias de alto rendimento, como: gendmica,
proteémica, transcriptémica, metabolémica, imundémica e vacinémica, que irdo contribuir para
superar lacunas no conhecimento sobre a fungéo das principais moléculas de agentes envolvidos
na invasao celular, adeséo, reproducéo assexual e sexual e transmisséo por carracas (Marcelino
et al., 2012).

Idealmente, uma nova vacina devera conter antigénios do agente patogénico e do vetor para

evitar, simultaneamente, a transmissédo dos agentes e controlar as infestagbes por carragas.
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Essa vacina aumentaria a produtividade, reduziria os custos de controlo de carracas e melhoraria
0 bem-estar das populacéo locais em regides suscetiveis (Marcelino et al., 2012).

Outras abordagens futuras para o controlo destas doencas sdo o desenvolvimento de
vacinas anti-carracas, ja disponiveis em alguns paises (Almazan, 2018). As vacinas
blogueadoras de transmissé@o que interferem em aspetos especificos da fisiologia da carraca
(importantes para a sobrevivéncia ou desenvolvimento de artrépodes), podem prevenir infecdes
multiplas que séo frequentemente co-transmitidas por uma Unica espécie de carraga, conferindo
uma vantagem sobre vacinas que visam apenas agentes patogénicos especificos (Merino et al.,
2013).

3.7. Tratamento
O sucesso de tratamento depende de um diagnéstico precoce, da correta administracao de

farmacos efetivos, bem como da sua conservacédo (Mosqueda et al., 2012; Suarez et al., 2019).

Nos casos severos, além de farmacos especificos para o tratamento da doenca devem ser
usadas terapias de suporte: transfusGes de sangue, farmacos anti-inflamatérios, acaricidas,
suplementagdo com ferro, dextrose, vitaminas (complexo B), diuréticos e restituicdo de fluidos
(Mosqueda et al., 2012).

Quando se efetua o tratamento de um animal deve ter-se em atencédo se a doenca tem
origem numa vacinagdo com vacina viva, de modo a ndo provocar uma eliminacao completa do
agente antes da producdo de anticorpos séricos suficientes para obter uma imunidade
duradoura. Contudo, o tratamento do animal ndo tem efeito supressor sobre os organismos que
residem nas carragas que o parasitam (Constable et al., 2017).

Alguns estudos demonstram que as estratégias baseadas na combinagcdo de
quimioterapicos séo significativamente mais efetivas para a eliminacdo de parasitas e,
principalmente, resultam num menor risco de desenvolvimento de resisténcia a farmacos, do que
a aplicacdo de uma Unica terapia medicamentosa, além de diminuir a dosagem; devem ser
escolhidos farmacos com mecanismos de acdo distintos de forma a tornar os seus efeitos
sinérgicos (Suarez et al., 2019)

O surgimento de resisténcias a farmacos em agentes patogénicos € um grande desafio para
o tratamento bem-sucedido de doencas infeciosas e tem sérias implica¢cdes no tratamento de
casos clinicos, levando ao aumento da morbilidade. Nas Ultimas décadas, os parasitas
protozoarios desenvolveram diversas resisténcias por meio de varios mecanismos, como:
alteracbes genéticas nos locais alvo, reducdo de captacdo e aumento de efluxo de substancias
ativas e regulacéo metabdlica (Tuvshintulga et al., 2019).

Pretende-se que sejam desenvolvidos novos farmacos com efeito quimioterapico, contra as
doencas provocadas por agentes transmitidos por carragas, com alta especificidade para os
agentes e com baixa toxicidade para os hospedeiros (Mosqueda et al., 2012), referindo-se, de

seguida, alguns farmacos utilizados no tratamento destas doencas.
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3.7.1. Farmacos para tratamento de babesiose
Para o tratamento de babesiose o diminazeno aceturado e o dipropionato de imidocarb

sdo os mais utilizados (Bock et al., 2004; Mosqueda et al., 2012; Suarez et al., 2019).

O diminazeno aceturato possui uma rapida eficacia contra Babesia bovis e B. bigemina, na
dose de 3,4 mg/kg por via intramuscular, sendo bem tolerado e protegendo os animais por 2 e 4
semanas, respetivamente (Bock et al., 2004).

O dipropionato de imidocarb € utilizado por via subcutanea na dose de 1,2 mg/kg, enquanto
a dose de 2 mg/kg fornece protegéo contra Babesia bovis por 4 semanas e pelo menos 2 meses
para B. bigemina. Qualquer dose de dipropionato de imidocarb pode interferir com o
desenvolvimento de imunidade apos a vacinagdo dos animais com uma vacina viva, no entanto,
apenas doses altas eliminam os parasitas de Babesia bovis e B. bigemina dos animais
portadores. Deste modo, a dose referida como protetora contra a infecdo clinica, permite que
ocorra uma infecdo subclinica a medida que os niveis séricos diminuem, resultando em
imunidade (Bock et al., 2004; Taylor et al., 2016). O uso de dipropionato de imidocarb pode
apresentar efeitos secundarios, tais como: salivacao, vomito, diarreia e inflamacao no local da
injecdo; além de que o uso prolongado desses farmacos resulta no surgimento de parasitas
resistentes (Silva et al., 2018).

O tratamento com oxitetraciclina de longa acao, apés a vacinagao, reduz significativamente
a parasitemia e a destruicdo de eritrocitos sem inibir o desenvolvimento de imunidade; no
entanto, a oxitetraciclina, geralmente, € incapaz de controlar infe¢es virulentas no campo (Bock
et al., 2004).

A utilizacao de tulatromicina tem sido estudada para o tratamento de babesiose, através da
inibicdo do crescimento do parasita, contudo, a dose de tratamento de Babesia bovis é trés vezes
superior & dose de tratamento de B. bigemina (Silva et al., 2018)

Outro farmaco referido como agente no tratamento de Babesia bovis é a clofazimina
(Tuvshintulga et al., 2019). Existem ainda evidéncias do efeito inibitério de fluoroquinolonas
contra bebesiose (Rizk et al., 2018). Alguns dos farmacos utilizados em laboratorio sao:
nerolidosol, artesunato, tricolasan, epoxomicina, gossypol, atavaquona, n-acetil-L-cisteina e 17-
dimethylaminoethylamino-17- demethoxygeldanamycin (17-DMAG), dos quais se tem estudado
as associa¢fes de diminazeno aceturato com atavaquona e de diminazeno aceturato com 17-
DMAG (Mosqueda et al., 2012; Suarez et al., 2019).

3.7.2. Farmacos para o tratamento de theileriose
Quando um animal manifesta sinais clinicos de infecéo por Theileria parva, o tratamento,

geralmente, é considerado insatisfatorio ou demasiado dispendioso. Durante muitos anos o
tratamento recomendado baseou-se em tetraciclinas, no entanto, estas tém demonstrado uma
efichcia moderada, especialmente quando a doenca esta presente ha alguns dias (Constable et
al., 2017).

74



Os farmacos que tém demonstrado maior sucesso sao: parvaquona (duas doses, com 48
horas de intervalo, de 10 mg/kg, por via intramuscular), buparvaquona (duas doses, com 48 horas
de intervalo, de 2,5 mg/kg, por via intramuscular), lactato de halofuginona (duas doses de 1,2
mg/kg, por via oral), ou oxitetraciclina (na dose de 20 mg/kg), sendo a ultima menos eficiente.
Quando estes farmacos ndo sao utilizados na dose correta os animais recuperados podem
tornar-se portadores (Constable et al., 2017).

No tratamento de Theileria orientalis tem sido efetivo o uso de buparvaquona, tendo também

sido reportado o uso de tetrocarcina-A (Watts et al., 2016).

3.7.3. Farmacos para o tratamento de anaplasmose
O tratamento contra a anaplasmose € feito através da utilizacdo de tetraciclinas,

dipropionato de imidocarb ou enrofloxacina (Constable et al., 2017).

Em caso de doenca clinica pode efetuar-se o tratamento com oxitetraciclina, na dose de 6
a 10 mg/kg, durante trés dias, ou uma administracdo Unica na dose de 20 mg/kg, por via
intramuscular, no entanto, os animais persistem como portadores. A utilizacdo de dipropionato
de imidocarb nao elimina também o estado de portador, sdo utilizadas duas administragbes na
dose de 5 mg/kg, por via intramuscular, com sete dias de intervalo. Outra op¢&o para o tratamento
de anaplasmose € o uso de enrofloxacina, através de duas administracbes na dose de 12,5
mg/kg, com 48 horas de intervalo, contudo, os animais continuam também portadores (Constable
et al., 2017). Sugere-se que a utilizagcao de enrofloxacina tem um efeito rickettsida, uma vez que
diminui os niveis de bacteriemia. Outros estudos relatam que uma dose Unica de 7,5 mg/kg pode
ser eficaz no tratamento de anaplasmose aguda, sendo os resultados mais eficazes do que com

a utilizacéo de oxitetraciclina (Facury-Filho et al., 2012).

3.7.4. Farmacos para o tratamento de erliquiose
As infe¢cBes por Ehrlichia ruminantium sao dificeis de tratar com sucesso uma vez que 0s

farmacos disponiveis sdo apenas eficazes nos estadios febris precoces, antes do aparecimento
de sinais neuroldgicos (Constable et al., 2017).

Nos estadios iniciais, as tetraciclinas de agdo curta, como a oxitetraciclina, na dose de 10 a
20 mg/kg, ou doxiciclina, na dose de 2 mg/kg, e as de acdo longa em doses reduzidas séo
eficazes. As sulfonamidas (por exemplo, sulfametazina) também podem ser utilizadas nos

estadios iniciais, mas apresentam uma eficacia mais reduzida (Constable et al., 2017).

3.8. Perdas economicas

Babesiose, theileriose e anaplasmose séo as principais doencas provocadas por agentes
patogénicos transmitidos por carragas, € levam a elevadas perdas econdémicas na producao
pecuaria mundialmente, dependendo, em grande parte da sua epizootiologia (Gray, 1985;
Hurtado & Giraldo-Rios, 2019).

As carracas afetam 80% da populagao bovina mundial e os seus impactos econémicos na

producéo animal estdo relacionados com a epidemiologia da doenca, podendo ser classificados
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em perdas diretas e perdas indiretas. Nas perdas diretas estdo incluidos (Hurtado & Giraldo-
Rios, 2019):
. Danos nas peles pelas picadas;
. Perdas sanguineas associadas a elevada parasitemia;
. Reac¢des imunoldgicas graves pela inoculacdo de toxinas;
. Stress permanente que altera o comportamento e o bem-estar animal.
Nas perdas indiretas incluem-se (Yusuf, 2017; Hurtado & Giraldo-Rios, 2019):
. Hemoparasitoses, e outras doencas;
= Mortalidade;
= Restricdes de movimentagdo de animais;
= Reducéo na producéo de leite e carne;
) Custo do tratamento de casos clinicos;
. Despesas no controlo de carracas;
. Ineficiéncia no sistema de produc¢éo;
o Retencéo de residuos de acaricidas na carne e no leite;

. Restricdes comerciais de animais entre areas e paises.
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4. Pesquisa de agentes transmitidos por ixodideos em
bovinos assintomaticos na ilha de Sdo Miguel, Acores

4.1. Introducao

Em Portugal Continental a presenca de agentes transmitidos por ixodideos em bovinos é
conhecida, sendo responsavel por diversas perdas econdémicas, no entanto, ndo se conhecem
prevaléncias exatas. Em estudo Silva et al. (2010) refere uma prevaléncia de 74,7% em bovinos,
para hemoparasitas, enquanto um estudo de Gomes et al. (2013) refere uma prevaléncia de
36,8%. A theileriose mediterrdnica e a anaplasmose bovina sdo doencas consideradas
endémicas em determinadas regides de Portugal, tendo ja sido publicados casos fatais causados
por estas afe¢des (Branco et al., 2010; Gomes et al., 2013; Stilwell, 2013). No arquipélago dos
Acores séo desconhecidos os agentes transmitidos por carracas que afetam bovinos, bem como
as suas prevaléncias e prejuizos associados. O conhecimento epidemiolégico da presenca
destes agentes é de extrema importancia, para contrariar 0s prejuizos causados e delinear
planos profilaticos adequados.

Além do desconhecimento epidemiolégico no arquipélago dos Acgores, no més de julho de
2019 foram feitos esfregacos sanguineos, pelos médicos veterinarios da AASM-CUA, a partir de
uma amostra recolhida a um vitelo no viteleiro da Cooperativa Unido Agricola, C.R.L.. O animal,
apesar de assintomatico, estava infestado com carracas. Os esfregacos e os ixodideos foram
recolhidos e enviados para o Laboratério de Doengas Parasitarias da Faculdade de Medicina
Veterinaria — ULisboa; os resultados dos esfregacos efetuados foram positivos para Theileria sp.,
Babesia sp. e Anaplasma marginale, e as carragas classificadas como pertencentes ao género
Rhipicephalus sp.. Existia também a referéncia a um possivel surto de babesiose em 2015 por
parte dos médicos veterinarios da AASM-CUA.

Ambos 0s casos surgiram como impulsionadores para uma pesquisa mais aprofundada, de
modo a conhecer quais os agentes transmitidos por carragas presentes na ilha de Sao Miguel,
Acores. Uma vez que existem vetores biol6gicos capazes de transmitir os agentes anteriormente
referidos e ha a referéncia a um animal com historial de infecéo, existiram motivos suficientes
para o interesse na pesquisa de agentes transmitidos por ixodideos em bovinos.

Como objetivos do presente estudo assumem-se: i) a pesquisa de agentes transmitidos por
carragas em bovinos assintomaticos de 10 exploragbes da ilha de Sdo Miguel, Agores; ii) a

identificacdo dos agentes presentes; iii) 0 conhecimento da distribuicdo geogréfica dos agentes.

4.2. Material e Métodos:

4.2.1. Exploracoes:

O presente estudo envolveu 10 exploracdes pecuérias da ilha de Sao Miguel (Acgores),

localizadas de acordo com o mapa apresentado na Figura 43.
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Figura 43: Mapa da ilha de S&o Miguel com a distribuicdo das exploragfes
(letras de A - J) inseridas no estudo, efetuado com recurso ao programa

informatico ArcGIS Desktop 10.6°.

As exploragbes foram escolhidas com base num critério: possibilidade de confinar os

animais a qualquer hora do dia. A exploracao A foi incluida uma vez que se trata da exploragéo

onde surgiu o vitelo positivo para diversos agentes (viteleiro da Cooperativa Unido Agricola,

C.R.L.) e, a exploracéo F por ser a exploragdo onde se suspeitou de um surto de babesiose.

Todas as amostras foram recolhidas entre os dias 28 e 30 de outubro de 2019, uma vez que

o intervalo de tempo era reduzido e que, além da recolha das amostras, existiam urgéncias do

servigo clinico para resolver, e era necessario equipamento de contengdo para animais teve de

ser optar por este critério de escolha. A maioria das exploracdes dos Acores sdo de pequena

dimenséo, e 0s animais encontram-se em pastoreio durante todo o dia, apenas sendo possivel

recolher amostras aquando da ordenha.

4.2.2. Amostragem

Em cada exploracao foram selecionados, aleatoriamente, 10
ou 11 animais para recolha de uma amostra de sangue e
realizacdo de esfregacos. Foram realizados trés esfregacos
sanguineos e recolhidos 5 mL de sangue em tubo de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), por animal. O sangue foi
recolhido da veia coccigea mediana utilizando uma seringa de 5
mL com uma agulha de 18G. O esfregaco sanguineo foi efetuado
pela técnica de arrastamento como € demonstrado na Figura 44.

Estes procedimentos foram realizados pela autora.

Todas as amostras recolhidas foram devidamente
identificadas com uma letra, de A — J, e um nimero, de 1 — 11; a

letra corresponde a exploracédo de origem e 0 nimero ao animal.

Figura 44: Esfregago
sanguineo por arrastamento
(Adaptado de
https://kasvi.com.br/esfrega
co-de-sangue-
hematologia/).

Foram recolhidas amostras a um total de 103 animais (Tabela 27).
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Tabela 27: Numero de amostras recolhidas por exploragao.

Exploracdo  Numero de Exploracdo  Numero de Exploragdo  Numero de

animais animais animais
A 10 E 10 I 10
B 10 F 10 J 11
C 10 G 10
D 11 H 11 Total 103
30
25
20
15
10
5 1l
0 I |
<lanos 1-2 9-10

anos anos anos anos anos anos anos anos anos
Gréfico 5: Numero de animais por classe etaria (em anos)
Com excecao da exploracdo A (vitelos de aptidao carnea) todos os animais eram de aptidédo
leiteira. Nas diferentes exploragdes, a média de idades dos animais que fizeram parte da

amostragem variou (Tabela 28), sendo maior o numero dos que tinham entre trés a quatro anos
(Gréfico 5).

Tabela 28: Média de idades, em anos, por exploragdo.

Exploragao
Idade média (anos) 0.6910.07 3.83+1.6 6.27+2.38 3.45+1.2 4.24+1.83
-ﬂ -i
‘ Idade média (anos)‘ 3.71+1.11 4.42+2 4.61+1.9 6.52+1.64  3.23+1.17

4.2.3. Inquérito epidemiologico
A cada proprietério das 10 exploragfes fez-se um inquérito, disponivel no Anexo |, para
obter informacé&o sobre:
e Sistema de producao;
e Local de origem dos animais;
e Protocolos de desparasitagéo;
e Visualizacéo de carracas;
e Presenca de outros animais coabitantes na exploracéo;

e Habitos de administracéo de farmacos;
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e Presenca de doengcas que sejam diagnosticos diferenciais de doencas
provocadas por agentes transmitidos por carracas.
O inquérito aos proprietarios e o seu registo (utilizando a aplicagdo Memento Database®)

foram sempre efetuados pela mesma pessoa (pela autora), de forma a uniformizar a amostra.

4.2.4. Detecdo molecular de organismos

As amostras recolhidas foram processadas em laboratério e o trabalho de detecéo
molecular foi executado pelo Tropical Animal Health and Production Lab do Centro de
Investigacéo Interdisciplinar em Sanidade Animal (CIISA), Faculdade de Medicina Veterinéria,
Universidade de Lisboa, continuando ainda a decorrer. Este processo foi acompanhado pela
autora, e realizado pela Dr.2 Sara Zuquete.

Em primeiro lugar fez-se uma extracdo de ADN e, de seguida elaborou-se a técnica de PCR,
de modo a avaliar a presenca de amostras positivas para Babesia spp. e Theileira spp. ou
Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. Apds a execuc¢do desta técnica os resultados obtidos foram
observados a partir de eletroforese em gel. De seguida, para que fosse feita a sequenciacéo
gendémica das amostras positivas, de modo a especificar qual o agente presente em cada uma,
foi feita a inclusdo de amplicons em plasmideos e uma posterior clonagem e purificagédo, sendo
de seguida enviados para sequenciacao.

Apos a recolha das amostras de sangue, foram armazenadas em tubos de EDTA e
congeladas. A extracao de ADN foi feita a partir de 120 uL de sangue de cada amostra utilizando
0 Kit DNeasy® Blood &Tissue, com pequenas alteracbes ao protocolo recomendado pelo
fabricante.

A concentracdo de ADN foi medida utilizando um espetrofotémetro (Nanodrop®).

ApOs a extracdo de ADN, as amostras foram amplificadas por PCR, no caso da pesquisa
de Babesia spp. e Theileria spp. na regido hipervariavel quatro do gene 18S acido ribonucleico
ribossémico (ARNr), utilizando um par de primers complementares as sequéncias que
flanqueiam essa regido e sdo conservados em todas as espécies pertencentes aos géneros
Babesia e Theileria, (5 CAATCCTGACACAGGGAGGT 3’) e (5 TGATCGTCTTCGATCCCCTA
3')?2 (Branco et al., 2010). No caso da pesquisa de Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. foram
utilizados o par de primers (5 GGTACCYACAGAAGAAGTCC 3) e (¥
TAGCACTCATCGTTTACAGC 3’) do gene 16S ARNr 3.

L Inicialmente foram pipetados 120 uL de sangue e 30 uL de proteinase K para um eppendorf e de seguida 70 uL
de PBS, o tempo do banho-maria foi estendido para 20 minutos, as centrifugacdes foram alteradas para 1100 x g (apds
colocagdo na coluna de DNeasy Mini®) e para 8000 x g (apds a colocagdo de 500 uL de buffer AW1), e por fim foram
apenas adicionados 50 ul de buffer AE & membrana do centro da coluna.

2 A mistura foi incubada num termociclador a 98°C por trés minutos e em ciclos de 35 vezes: a 98°C, oito segundos;
67°C, 25 segundos; 72°C, 25 segundos.

8 A mistura foi incubada num termociclador a 94°C por 10 minutos e em ciclos de 30 vezes: a 94°C, um minuto;

53°C, 30 segundos; 72°C, 30 segundos.

80



As amostras foram associadas inicialmente em pools. Foi feito um pool de cada exploragéo
(denominado de “Total”) e dois pools incluindo duas exploracdes, uma utilizando as amostras
pares de ambas as exploragdes (denominada de “Pares”), com os animais 2, 4, 6, 8 e 10 de cada
exploragdo, e outra com as amostras impares de ambas as exploracdes (denominada de
“Impares”), com os animais 1, 3, 5, 7 e 9 de cada explora¢do, como se pode observar na Figura
45,

(B (St) (] (G R R e S e

EF3 F4 G1 GH2 GH3 HA4

Figura 45: Eletroforese pools para pesquisa de Babesia spp. e
Theileria spp.. E1: Todas as amostras da exploragcéo E; EF2: Todas
as amostras par (2, 4, 6, 8 e 10) das exploracdes E e F; EF3: Todas
as amostras impar (1, 3, 5, 7, 9) das exploragfes E e F; F4: Todas
as amostras das exploracdes F; G1l: Todas as amostras da
exploracdo G; GH2: Todas as amostras par (2, 4, 6, 8 e 10) das
exploragdes G e H; GH3: Todas as amostras impar (1, 3, 5, 7, 9)
das exploragfes G e H; H4: Todas as amostras das exploracdes H.
+: Controlo positivo; - : Controlo negativo.

A formacédo de pools foi feita de modo a excluir exploragcdes negativas, para que nessas
exploracbes ndo fosse necesséario efetuar andlises moleculares individuais a cada uma das
amostras, de forma a rentabilizar tempo e a poupar material (Figura 46).

De seguida foram efetuadas andlises individuais as amostras pertencentes a pools

positivos. Os resultados disponiveis encontram-se no Anexo Il.

- 0w e . .
14 17 18 19 120 J1 J3 J5 J7 J8 J9

Figura 46: Eletroforese amostras individuais para pesquisa de
Babesia spp. e Theileria spp. animais 4, 7, 8, 9 e 10 da exploragéo
| e animais 1, 3, 5, 7, 8 e 9 da exploracéo J. +: Controlo positivo;
- : Controlo negativo.
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Os produtos de PCR foram detetados por eletroferese em gel de agarose, com Green Safe®
4 para detetar bandas especificamente amplificadas. De seguida, os géis foram analisados e
fotografados sob trans-iluminacéo UV (ChemiDoc™ XRS+ System with Image Lab™ Software®).

Os amplicons (obtidos a partir de PCR) foram ligados a um vetor Pjet1.2/blunt® Spara
clonagem em Escherichia coli, estirpe DH5a. O plasmideo Pjet1.2/blunt® possui um gene de
resisténcia a ampicilina. Este processo foi feito utilizando o kit CloneJET PCR Cloning®, com
base nas recomendac¢6es do fabricante.

As colénias foram todas propagadas em placas de Petri com LB Agar. As coldnias positivas
por PCR foram selecionadas para crescer em meio LB liquido ®.

A purificacdo de plasmideos em bactérias foi efetuada através da utilizagéo do kit Canvax®.

Posteriormente, foi feita a quantificacdo de ADN, sendo que foram enviados para
sequenciacdo 100 a 400 uL, consoante a concentracéo de ADN de cada amostra.

As amostras obtidas a partir da purificacdo do plasmideo foram enviadas para sequenciacao

para o Servi¢o Eurofins Genomics.

4.2.5. Detecdo microscopica de organismos
Para pesquisa microscopica dos organismos, executaram-se esfregacos de sangue que
foram corados pelo método de Giemsa, utilizado-se corante Giemsa Stain, Modified Solution® -
Sigma. Esta técnica foi executada no Laboratério de Parasitologia Vitor Caeiro do Instituto
Mediterraneo para a Agricultura, Ambiente e Desenvolvimento, Universidade de Evora. Tendo
sido realizada pela autora sob a superviséo da Prof.2 Ludovina Padre.
O protocolo de coloracéo dos esfregacos:
1. Preparacéo do corante:
a. Diluicdo em &gua destilada: 24 gotas de corante para cada 10 mL de agua
destilada.
2. Coloracao das laminas:
a. Colocar algumas gotas de metanol de modo a cobrir 0 esfregaco;
b. Esperar 5 minutos;
c. Retirar 0 excesso de metanol e secar ligeiramente;
d. Colocar algumas gotas de corante diluido cobrindo o esfregaco;
e. Esperar 25 minutos;
f. Lavar com agua destilada;

Deixar secar ao ar.

@

4 Na concentragdo de 10 uL/L.
5 para gue ocorra a incluséo do plasmideo nas bactérias, foram submetidos a um choque térmico de 42°C.

6 A 37 °C durante 16 horas.
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Apés secos, os esfregacos foram observados ao microscépio ético com uma ampliacdo de
1000x, utilizando 6leo de imerséo.

A visualizacdo das laminas coradas ocorreu apos conhecido o resultado de detecéo
molecular, de modo a verificar a presenca de formas parasitarias nos esfregacos positivos.

As fotografias foram efetuadas utilizando um microscépio Olympus CX43®, com a camara
Olympus Soft Imaging Solutions GMBH, Model Olympus LC30® recorrendo ao programa

informatico LCmicro®.

4.3. Resultados

4.3.1. Inquérito epidemioldgico

Foram questionadas 10 exploracBes perfazendo uma totalidade de 3151 animais. Nove das
exploragbes (B, C, D, E, F, G, H, | e J) apresentavam uma producdo predominantemente em
pastoreio. Todas as exploragfes, a excecdo da exploragdo A, possuiam animais de reposicao
propria, sendo que as exploracbes B, D, F e G compravam alguns animais a outras exploracoes.
Como se pode observar na Tabela 30 os protocolos de desparasitacdo das diversas exploracfes
s&o variaveis, sendo o mais comum a utilizag&o de febendazol (Panacur®) em vitelos; de ivermectina
e clorsulon (lvomec F®) no momento da secagem; e de eprinomectina (Eprinex® Pour-On) no verao.
Apenas na exploracdo A foi referida a visualizagdo rara de carragas, sendo que as restantes
exploracdes referem nunca encontrar carracas. Todas as exploragfes, a excecéo da exploracéo B,
referem a presenca de outros animais em contacto com os bovinos. Em todas as exploragées, ocorre
a administracdo de farmacos é feita pelos proprietarios, ou tratadores dos animais, sendo que os
habitos de troca de agulha nem sempre sao frequentes, as explora¢des A, D e H utilizavam a mesma
agulha até estar romba. A maioria das exploracdes refere ja ter tido animais com hemoglobintria
(B, E, F, G, H e J). Por fim, apenas a exploracdo F referiu ja ter tido animais com leptospirose. Os
resultados do inquérito epidemiolégico efetuado aos produtores encontram-se nas Tabela 29,
Tabela 30 e Tabela 31.

Tabela 29: Caraterizagdo da exploracdo quanto ao efetivo, modo de produgdo e origem dos animais.

Numero Modo de

Exploracdo totalde producgdo Origem dos animais
animais
A 900 Estabulacdo | Diversas exploracfes
235 Pastagem Fémeas de reposicdo provenientes da exploracéo
B Machos comprados a outras exploracdes

Recorrem a inseminacao artificial

C 123 Pastagem Provenientes da prépria exploracéo

D 170 Pastagem Provenientes da propria exploracdo (compra
animais esporadicamente)

E 85 Pastagem Provenientes da prépria exploracéo

= 88 Pastagem Provenientes da prépria exploracéo e compra
alguns animais a outras exploracdes

G 430 Pastagem Provenientes da prépria exploracdo e compra

alguns animais a outras exploracdes
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H 520 Pastagem Provenientes da prépria exploracdo
I 150 Pastagem Provenientes da prépria exploracdo
J 450 Pastagem Provenientes da prépria exploracao

Tabela 30: Protocolo de desparasita¢do por exploracdo e visualiza¢do de carracas.

Protocolo de desparasitacao Frequéncia
de
visualizacao

de carracas

Exploragéo

Momento Farmaco

Idade: 1.5 meses
Idade 3 -3.5
meses

Idade: 10 meses

B Animais jovens

Vitelos; Idade: 1

ano; Secagem

Vitelos

Verao

Vitelos

D Secagem
Verao

E Verao

Vitelos

Verao

Secagem

Verao

Verao (néao

H efetuado no ano de

2019)

Algumas vacas

Verao

Vitelos

J Secagem
Verao

Febendazol (Panacur®)
Ivermectina e clorsulon (lvomec F®)

Ivermectina e clorsulon (Ivomec F®)
ou albendazol (Albendavet®)

Ivermectina e clorsulon (lvomec F®)

Febendazol (Panacur®)
Eprinomectina (Eprinex® Pour-On)
Febendazol (Panaour®)
Ivermectina e clorsulon (lvomec F®)
Eprinomectina (Eprinex® Pour-On)
Eprinomectina (Eprinex® Pour-On)
Febendazol (Panacur®) e toltrazuril
(Baycox®)

Eprinomectina (Eprinex® Pour-On)
Ivermectina e clorsulon (Ivomec F®)
Eprinomectina (Eprinex® Pour-On)

Eprinomectina (Eprinex® Pour-On)

Ivermectina e clorsulon (Ivomec F®)
Eprinomectina (Eprinex® Pour-On)
Febendazol (Panacur®)
Ivermectina e clorsulon (Ivomec F®)
Eprinomectina (Eprinex® Pour-On)

Rara

Nula

Nula

Nula

Nula

Nula

Nula

Nula

Nula

Nula

Tabela 31: Resultados sobre a presenca de outros animais em contacto com bovinos, administragdo de
farmacos pelo proprietario, bem como o nimero de vezes que utilizavam a mesma agulha, sobre a presenca
de animais com hemoglobindria e sobre a presenca de animais diagnosticados com leptospirose no efetivo.

Exploracdo Outros Administragao ;nggzg:}oa Hemoglobindria
animais de farmacos

agulha

A Sim Sim A estar 5,
romba
Troca de

B N&o Sim agulha Sim
sempre
Troca de

C Sim Sim agulha N&o
sempre

D Sim Sim A estar 5,
romba

Leptospi-

rose

Sem dados

Nao
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Troca
E Sim Sim frequente- Sim N&ao

mente

Troca
F Sim Sim frequente- Sim Sim
mente
Utiliza a
mesma
agulha 30-
40 vezes
H sim Sim Ateestar g N&o

romba

Troca
I Sim Sim frequentem | Néo Sem dados

ente

Uma
J Sim Sim agulha por | Sim N&o

frasco

G Sim Sim Sim Nao

4.3.2. Pesquisa Molecular

ApOs a leitura das provas de eletroferese pode-se observar que 90% das exploracdes (B,
C, D, E, F, G, H, | e J) apresentaram resultados positivos para a pesquisa de Theileria spp. e
Babesia spp. e que 20% das exploracdes (F e I) apresentaram resultados positivos para a
pesquisa de Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. Na Tabela 32 estdo apresentados os resultados

das eletroforeses dos pools.

Tabela 32: Resultados do PCR dos pools para pesquisa de Babesia spp. e Theileria spp e Anaplasma spp.
e Ehrlichia spp. Total — amostras 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 de cada exploragdo; Pares — amostras 2,4,6,8,10 de
duas exploracdes; Impares —amostras 1,3,5,7,9 de duas exploracées; Vermelho e -“— Resultado negativo;
Verde e “+™- Resultado positivo

Exploracéo

Agentes o
Anélise

Babesia spp. Total

e Pares + + + + v
Theileria spp. impares + + + + +
anaplasma - Torel - I - B -

see-e Pares N

eenizsee.meares [ ¢ HEEE ¢

4.3.3. Sequenciacao Genomica

Apb6s a leitura da eletroforese de amostras individuais (Anexo Il), foram enviadas para
sequenciacdo genémica para o Servicos Eurofins Genomics algumas amostras (trabalho ainda
a ser desenvolvido).
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Segundo o resultado dos Servi¢os Eurofins Genomics as amostras C1 e I8 correspondem a
amostras de Theileria orientalis, genétipos Chitose e Buffeli, respetivamente; e a amostra F1 a

Anaplasma bovis.

A sequenciacao genomica obtida para cada uma das amostras foi:

>C1 B/T_Chitose 97AA35 pJET Fw_13Mar20_Rv complement (MH208633.1 100%,
99,43%) (4 nucleotides different and 1 deletion)

CAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACGGGGCTTAATGTCTTGT
AATTGGAATGATGGGAATTTAAACCTCTTCCAGAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCT
CGTAGTTGAATTTCTGCTGCATTTCATTTCTCTTTCTGAGTTTGTTTTTGCGGCTTATTTCGG
TTTGATTTTTTCTTTCCGGATGATTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTCAAAGCAGGCTTTTGC
CTTGAATAGTTTAGCATGGAATAATAAAGTAGGACTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTTTAGGTA
CCAAAGTAATGGTTAATAGGAACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAAT
TCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCA
AGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCA

>|8 B/T_Buffeli_ 97AA37 + 97AA38 Both senses confirmed! (MH208641.1 100%,
100%)_13Mar20

CAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACGGGGCTTAATGTCTTGT
AATTGGAATGATGGGAATTTAAACCTCTTCCAGAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCT
CGTAGTTGAATTTCTGCTGCATTACATATCTCTTGTTTGAGTTTGTTTTTGTGGCTTATTTCG
GTTTGATTTTTTCTTTCCGGATGATTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTCAAAGCAGGCTTTT
GCCTTGAATAGTTTAGCATGGAATAATAAAGTAGGACTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTTTAG
GTACCAAAGTAATGGTTAATAGGAACAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGA
AATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAAT
CAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCA

>F1 97AA31 +97AA32_Fw+Rv_6Mar20_confirmed_100% ident with MK028574.1
Anaplasma bovis

GGTACCCACAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
GGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGTGGTTTGGTAAGTTA
AAGGTGAAATGCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTTTTAATACTGCCAGACTGGAGTCCG
GGAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTAGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGGCTATCTGGTCCGGTACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTGCTA
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4.3.4. Observacdo microscopica
Ap6s a observagdo ao microscopio dos esfregagos sanguineos, foram encontradas formas
intraeritrocitarias compativeis com Theileria orientalis, Figura 47, e formas intramonocitarias

compativeis com Anaplasma bovis, Figura 48.

Figura 47: Formas intraeritrdcitarias (seta preta) compativeis com Theileria orientalis, amostra: A -

E5; B — F7 (esfregacos corados com o método de Giemsa, ampliagcdo de 1000 x).
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Figura 48: Forma intramonocitaria (seta preta) compativel com Anaplasma bovis, amostra F1

(esfregagos corados com o método de Giemsa, ampliagéo de 1000 x).

4.4. Discussao

Durante o estagio curricular na AASM-CUA foram efetuadas diversas visitas ao viteleiro da
CUA, local onde surgiu o vitelo assintomatico infetado com Babesia sp., Theileria sp. e
Anaplasma marginale, em julho de 2019, referido na introdugédo, de onde partiu o interesse em
conhecer o estado de infecao da ilha, referente a agentes transmitidos por ixodideos, até entédo
desconhecido.

O objetivo da recolha de amostras era atingir uma vasta area geografica da ilha de Séo
Miguel, tendo sido recolhidas 10 amostras por exploracdo. Deste modo, em média atingiu-se
5,67% da populacdo de cada exploracdo, variando entre 11,76% (exploracdo F) e 1,11%
(exploragdo A); as exploragdes inquiridas eram exploracdes de dimensdes elevadas

comparativamente & maioria das exploracdes existentes na ilha de Sdo Miguel.
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Segundo a Listagem dos Organismos Terrestres e Marinhos dos Acores, de 2010, estédo
reportadas as seguintes espécies de ixodideos: Haemaphysalis punctata, Rhipicephalus
annulatus, Rhipicephalus bursa, Rhipicephalus sanguineus e Ixodes hexagonus, em Sdo Miguel,
e Dermacentor marginatus, Hyalomma lusitanicum, Hyalomma marginatum marginatum,
Rhipicephalus turanicus e Ixodes ricinus noutras ilhas do arquipélago.

Nao sdo conhecidas as consequéncias de uma popula¢do mais abundante de carragcas em
termos de possibilidades acrescidas de circulacdo de agentes patogénicos transmitidos pelas
mesmas, dentro e entre regibes geograficas (Grandi et al., 2018). A adaptacdo as mudancas
climaticas e a novos habitats podem influenciar a sua ocorréncia e a transmissédo de agentes
patogénicos, como hemoparasitas (Raboloko et al., 2020). Deste modo, a existéncia de poucas
espécies de ixodideos na ilha de Sao Miguel, ndo implica uma baixa circulacdo de agentes
patogénicos transmitidos.

As pesquisas de agentes foram efetuadas a partir de técnicas moleculares, nomeadamente
PCR, uma vez que se trata da técnica mais eficiente para pesquisa de agentes em animais
portadores (Almeria et al., 2001).

ApOs a observacao dos resultados obtidos a partir da analise dos pools efetuados (Tabela
32), conclui-se que nove em 10 das exploracdes (B, C, D, E, F, G, H, | e J) s&o positivas para a
pesquisa de Babesia spp. e Theileria spp., € duas em 10 das exploracdes (F e I) sdo positivas
para a pesquisa de Anaplasma spp. e Ehrlichia spp..

No caso de Babesia spp. e Theileria spp., nas pesquisas dos pools, as exploracbes A e B
obtiveram um resultado negativo nas pesquisas do pool “Total”, mas positivo nas pesquisas nos
pools ABpares e ABimpares, o que indica a presenca de algumas amostras individuais
positivas. Nas pesquisas individuais, a amostra B8 é positiva, o que justifica a banda no pool
ABpares. Ainda nao esta justificada a banda no pool ABimpares pelas amostras individuais até
agora realizadas, faltando a analise das amostras A8, A9, B1 e B2. Sabendo que existia pelo
menos um positivo, a pesquisa ho pool BTotal foi repetida, mas o resultado foi negativo
novamente, o que se pode justificar pela presenc¢a de algum inibidor da reacé@o de PCR, ou pela
maior quantidade de ADN presente na amostra (3,5 uL), que dificulte o emparelhamento dos
primers. Deste modo, o pool B devera ser repetido com uma enzima mais eficiente, como por
exemplo Phusion.

Este é o primeiro registo da presenca de Theileria orientalis na ilha de S&o Miguel e no
Arquipélago dos Agores, no nosso conhecimento. Tradicionalmente a theileriose causada pelo
complexo Theileria orientalis é benigna e assintomatica, no entanto, ja foram publicados casos
clinicos na Austrdlia, Nova Zelandia, Japdo, Coreia, China e Vietname; tendo sido registados
iniUmeros surtos tanto em bovinos de aptiddo leiteira como de aptidao creatopoiética relacionados
com situacbes de stress, ou imunodepressdo (Gebrekidan et al., 2019; Yam et al., 2019). A
espécie Theileria orientalis comegou por ter especial importancia na regiéo Asia-Pacifico, tendo
sido reportada também no Estados Unidos da América. Atualmente parece ter uma distribuicao

cosmopolita, ja tendo sido registada em mais de 40 paises, no entanto, ndo existe clareza sobre
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a distribuicdo dos gendétipos e da sua patogenicidade (Gebrekidan et al., 2019). Em Portugal
continental é referido por Gomes et al. (2013) uma prevaléncia de Theileria orientalis de 10,1%,
enguanto Silva et al. (2010) refere uma prevaléncia de 69,9%, em estudos referentes a amostras
recolhidas em 2008 e 2006, a 1407 e 1104 animais, respetivamente. O estudo de Silva et al.
(2010) recolhe amostras apenas dos distritos de Santarém, Setubal, Evora e Beja.

Como resultado deste trabalho, a espécie Anaplasma bovis, no nosso conhecimento, é
registada pela primeira vez em Portugal. A infe¢c@o por esta Rickettsia tem sido documentada
como assintomatica, no entanto, ja foram publicados diversos casos de patogenicidade
associados ao agente (Belkahia et al., 2015). A infecdo por Anaplasma bovis é conhecida por
“anaplasmose monocitica” (Priyanka et al., 2017). O agente Anaplasma bovis foi detetado na
Brasil, China, Irdo, Jap&o, e Africa, tendo ja sido encontrada noutros territorios (Doan et al.,
2013). Silaghi et al. (2017) refere uma distribuicdo geogréfica cosmopolita, excluindo apenas a
Austrdlia; a primeira referéncia na Europa foi feita na Sicilia, tendo de seguida sido referido em
Itdlia continental, em Espanha e na Croacia (Georges et al., 2001; Ceci et al., 2014; Palomar et
al., 2015; Jurkovic et al., 2020).

O inquérito epidemioldgico efetuado previamente aos produtores permite conhecer a
presenca de alguns fatores que possam estar relacionados com a presenca, ou ndo, dos
agentes. Em relacdo a presenca de outros animais em contacto com os bovinos, destaca-se a
presenca de cées e gatos, sendo importante referir a elevada prevaléncia de ratos na ilha. Além
de bovinos, o agente Theileria orientalis ja foi isolado de animais como cavalos, ovelhas, gatos,
cdes, porcos, pequenos roedores e cangurus e o0 agente Anaplasma bovis em ruminantes
domésticos e selvagens, cavalos, veados, cdes, gatos, roedores e lagomorfos, pelo que as
diferentes espécies que afetam podem servir de reservatodrio para infetar bovinos (Harrus et al.,
2011; Watts et al., 2016; Oliveira et al., 2018; Seo et al., 2019). E sabido que pequenos
ruminantes e animais selvagens sao hospedeiros de diversas espécies de carracas que infestam
bovinos (Raboloko et al.,, 2020), e que a interacdo de animais domésticos (principalmente
bovinos, caes, galinhas e gatos), aves migratérias e animais selvagens possui o potencial de
facilitar a disseminacado de agentes patogénicos (Omondi et al., 2017). Ou seja, uma vez que 0s
agentes encontrados podem infetar outras espécies animais existentes na ilha de Sdo Miguel, o
contacto direto entre animais pode levar a que ocorram infestacdes de bovinos por carracas
infetadas.

Todos os animais a que foram recolhidas amostras apresentavam-se saudaveis, sem
qualquer sinal clinico evidente. Foi questionado aos produtores se durante a sua experiéncia ja
tinham observado animais com hemoglobindria, como sinais de babesiose e theileriose, bem
como, se na sua exploracao ja tinham tido animais diagnosticados com leptospirose, uma vez
gue a leptospirose € um dos diagndsticos diferenciais de babesiose e theileriose, sendo comum
na ilha de Sao Miguel. Os produtores que referiram ter, ou ja ter tido animais com hemoglobindria,
referem que a causa era hematdria enzoodtica bovina, devido a ingestdo do feto Pteridium

aquilinum, dados registados na Tabela 31.
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As principais perdas econémicas devido a theileriose oriental estdo relacionadas com
aborto, diminui¢&o significativa na producéo de leite (qualitativa e quantitativamente) em bovinos
leiteiros, e morbilidade e mortalidade severa (Gebrekidan et al., 2019). O aborto é um dos
principais sinais clinicos facilmente relatados por produtores, levando a elevadas perdas
econdmicas. Ao longo do estagio curricular ndo foram acompanhadas exploragdes com esse
problema, uma vez que se trata de um problema reprodutivo e esta dependente dos médicos
veterinarios responsaveis por essa area. No entanto, existem diversas explora¢cdes com
problemas reprodutivos associados a aborto. Uma vez que sdo conhecidos problemas
associados a IBR, BVD, leptospirose, entre outros agentes, na ilha de Sado Miguel, estes sdo os
principais agentes associados a aborto, contudo, podera existir um subdiagndstico de perdas
associadas a presenca de Theileria orientalis.

Sao conhecidos diversos genétipos de Theileria orientalis, sendo que apenas os genétipos
Ikeda e Chitose sdo conhecidos como patogénicos, causadores de mortalidade e morbilidade
consideravel, podendo ocorrer de forma isolada ou em co-infe¢cbes (Jenkins et al., 2015;
Gebrekidan et al., 2019). Por outro lado, o genétipo Buffeli é associado a uma theileriose benigna
(Jenkins et al., 2015). Na ilha de S&o Miguel foram encontrados os genétipos Chitose e Buffeli.

Animais que foram expostos ao agente Theileria orientalis apresentam parasitemias mais
baixas e recuperam das infe¢Bes mais rapidamente e com uma menor morbilidade. No entanto,
0s hemoparasitas podem persistir no hospedeiro, podendo ocorrer a sua proliferacdo em
situacdes de stress (Yam et al., 2019). Segundo Hammer et al., (2016) a infecdo assintomatica
por theileriose oriental permanece durante 5 meses.

As infe¢Bes por Anaplasma bovis sdo raras e podem apresentar-se como subclinicas, no
entanto, podem observar-se 0s seguintes sinais clinicos: mucosas pélidas (devido a anemia),
leucopenia, trombocitopenia, hipertermia, perda anormal de peso, fraqueza, mucosas palidas,
inflamacéo do linfonodo pré-escapular e até morte (Fukui & Inokuma, 2019; Guo et al., 2019b).
Os sinais clinicos sdo mais comuns em animais jovens (Rymaszewska & Grenda, 2008).
A infecdo por Anaplasma bovis em bovinos foi documentada como assintomatica, mas também
fol associada a morte, em poucas horas ou dias, apds os primeiros sinais clinicos (Goethert &
Telford, 2003).

Na Croécia foi descrito um caso onde trés bovinos morreram repentinamente, tendo sido
observado ictericia, esplenomegalia e urina escura na necrépsia. O diagnostico foi efetuado
através de PCR, reportando a co-infecdo de Anaplasma bovis e Theileria orientalis, pelo que se
considerou que a morte ocorreu devido a uma crise hemolitica provavelmente devido a sinergia
entre os dois agentes (Jurkovi¢ et al., 2020). Observando os resultados primitivos da andlise
molecular individual das amostras F1, 14 e 17 existem infecdes mistas por Theileria orientalis e
Anaplasma bovis na ilha de S&o Miguel, pelo que casos semelhantes podem ocorrer.

Segundo Yam et al. (2019) o principal vetor transmissor de Theileria orientalis é
Haemaphysalis longicornis, no entanto, em paises onde o vetor existe em baixa prevaléncia ou

gue nao seja conhecido, o agente pode ser transmitido por outras espécies do género

91



Haemaphysalis ou ainda por outros géneros de ixodideos. O organismo Anaplasma bovis foi
previamente relatado em algumas espécies e géneros de ixodideos como Rhipicephalus
sanguineus e R. turanicus em Israel, Hyalomma spp. no Irdo, Hyalomma spp., R. appendiculatus
e Amblyommma variegatum em Africa, Haemaphysalis megaspinosa, Ixodes persulcatus e
Ixodes ovatus no Japdo e H. longicornis na Coreia (Harrus et al., 2011). A transmissdo de
Theileria orientalis foi reportada em Haemaphysalis punctata no Reino Unido, na Hungria, em
Portugal, na Grécia e no Irdo, em Rhipicephalus bursa em ltalia e em R. annulatus na Turquia
(Yam et al., 2019) e de Anaplasma bovis por H. punctata em Espanha, R. sanguineus no
Bangladesh e em Israel (Harrus et al., 2011; Palomar et al., 2015; Qiu et al., 2016). Assim, apesar
de serem fortes as evidéncias da existéncia de ixodideos com capacidade vetorial, para Theileria
orientalis e Anaplasma bovis na ilha de Sao Miguel, seria importante a pesquisa destes agentes
nos proprios ixodideos, bem como em piolhos, uma vez que os produtores referem a sua
presencga frequente.

Através da observacdo de diferentes exploragdes ao longo do estégio curricular pode-se
afirmar que existem muitas explora¢cbes na ilha de Sdo Miguel que ndo realizam qualquer
protocolo de desparasitacdo. Apesar da resposta a pergunta sobre a visualizagdo de carracas
nas vacas ser negativa, muitos dos produtores referem a visualizagao de piolhos frequentemente,
podendo colocar-se a hipétese de se tratar de formas imaturas de ixodideos. A ivermectina é
altamente eficaz no tratamento de infe¢es por endoparasitas, sendo que também suprime o
ingurgitamento, a muda e a reproducdo de diversas carracas (Park et al., 2019). Um estudo
efetuado por Park et al., (2019), refere que a ivermectina pode ser eficaz na prevencdo da
hemdlise de hemacias causadas por hemoparasitas, afirmando o mesmo autor que a ivermectina
se mostrou eficaz no controlo da infecdo por Theileria orientalis. Em conclusado, a ivermectina
pode prevenir doencas transmitidas por carragas e sintomas clinicos relacionados, reduzindo as
desvantagens associadas a criacdo de bovinos em pastagens. Os métodos de controlo de
carracas podem influenciar a prevaléncia e a estabilidade endémica destas doencas numa area
(Raboloko et al., 2020), podendo justificar assim a auséncia de sinais clinicos compativeis com
doenca.

Para efetivos leiteiros infetados cronicamente, em areas endemicamente estaveis, o efeito
da infecdo por Theileria orientalis genétipo lkeda na producédo, provavelmente, sera menos
importante do que os efeitos de ma nutricdo ou de outra doenca endémica, no entanto, esta
presente a possibilidade de poderem ocorrer surtos (Lawrence et al., 2019).

A doenca clinica por Theileria orientalis, apesar de ja ter sido reportada em animais que se
encontram confinados, estd normalmente associada a animais em pastoreio, sobreposto a uma
possivel responsabilidade de hospedeiros de vida selvagem contaminarem pastagens com
carragas infetadas (Watts et al., 2016). Apds a analise dos resultados do inquérito epidemioldgico
€ importante referir que a exploracdo A corresponde ao viteleiro da CUA, onde se procede a
engorda de vitelos de aptiddo creatopoiética, essencialmente de raca cruzados de Aberdeen-
Angus, proveniente de um elevado numero de exploragdes da ilha de Sao Miguel. Deste modo,
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consiste em animais em engorda, que se encontram sempre estabulados, e com uma densidade
populacional elevada. As exploracbes C, E e G referem que os animais ficam estabulados
durante parte do dia, enquanto se procede a ordenha; a exploracdo F refere que os animais se
encontram estabulados aquando da escassez de alimento, ou devido a adversidades
climatéricas, dados referidos na Tabela 29. Em resumo, em todas as explora¢gfes a excecdo da
exploracé@o A todos os animais permanecem grande parte da sua vida em regime de pastoreio.
O que pode concordar com a teoria de uma maior infecdo em animais em pastoreio, o que faz
mais sentido tendo em conta o ciclo de vida dos ixodideos.

De acordo com Hammer et al., (2016) é possivel que fatores imunoldgicos do vetor e do
hospedeiro resultem na troca de genétipo de Theileria orientalis e é provavel que tenham um
papel na persisténcia do parasita no hospedeiro mamifero e na sua transmissao a partir do vetor
carraca. Deste modo, seria de esperar que a incapacidade do parasita se recombinar
geneticamente reduzisse a diversidade geral dentro da sua populacéo; pelo que a transmissao
mecéanica extensa do parasita diminuiria a sua capacidade de escapar ao sistema imunoldgico
do hospedeiro. Portanto, segundo os mesmos autores, com a parasitose persistente no recetor,
a transmissdo mecanica pode ajudar a explicar a rapida disseminacao do agente em grandes
areas geogréficas, no entanto, é provavel que as carragas, como vetores biol6gicos, sejam
essenciais para manter a viruléncia e a patogenicidade do agente. Ainda segundo Hammer et
al., (2016), ocorre transmissdo mecéanica de Theileria orientalis através da transfusdo de
pequenas doses de sangue infetado, cerca de 0.1 mL, pelo que, o agente pode ser transmitido
através de um reduzido nimero de piroplasmas, referindo o risco das praticas rotineiras de
criacdo de animais, tais como: reutilizac@o de agulhas, alicates de colocacao de brincos, além
de ferimentos em animais, praticas muito comuns e referidas pelos produtores(Tabela 31). A
transmissao através insetos picadores/hematéfagos (incluindo moscas, piolhos e mosquitos) €
também referida por Hammer et al., (2016). No inquérito epidemiolégico efetuado os produtores
referem a auséncia de carracas nos animais, contudo, referem a presenca de piolhos
frequentemente. Estes autores referem a transmissdo mecanica de Theileria orientalis através
de piolhos sugadores, nomeadamente da espécie Linognathus vituli. O risco de transmisséo
iatrogénico depende do volume e do nivel de parasitemia do sangue transferido e da capacidade
do parasita sobreviver fora de um hospedeiro antes de ser inoculado num animal suscetivel. Uma
transmissdo bem sucedida por artrépodes depende do nimero de artropodes que se alimentam
do animal, o tempo e distancia de voo até encontrarem um novo hospedeiro (Hammer et al.,
2016).

A transmissao transplacentaria, bem como a transferéncia de agente no colostro é relatada,
no entanto, o estudo de Hammer et al., (2016), refere que a presenca do organismo em bezerros
€ negativa, mas que Varios animais apresentam niveis positivos de anticorpos contra Theileria
orientalis. Contudo, os anticorpos maternos possuem um tempo de vida curta (Swilks et al.,
2017). Swilks et al. (2017) referem uma baixa taxa de transmissao transplancentaria, no entanto,
0s animais jovens apresentam uma elevada taxa de infecdo nas primeiras semanas de vida,
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compativel com infecdo vetorial. A exploracdo A, onde surgiu 0 primeiro caso, € a Unica
exploracéo referida que contém apenas animais jovens, com uma média de 8,3 meses, pelo que,
apesar de serem animais jovens, € mesmo que a transmissao transplacentaria ndo tenha
ocorrido, uma vez que é reportada em baixos niveis, ja teriam idade suficiente para desenvolver
uma infe¢do, no entanto, é também a Unica exploragdo que apresenta sempre 0s animais
estabulados. Nos primeiros dois meses de vida o0s animais encontram-se em viteleiros
individuais, pelo que n&o possuem contacto direto entre si. Depois dos dois meses de idade,
passam para parques conjuntos, divididos por idades. No entanto, séo parques sem vegetacao,
pelo que o contacto com carracas é reduzido. Desta forma, poder-se-a explicar a auséncia de
registo de infecéo nos animais da exploracdo A, mas é necessario salvaguardar a hipétese de
ndo se terem registados casos apenas porque a amostra € baixa e a populagdo da exploragao
elevada, dado que é o local onde surgiu o vitelo infetado em 2019.

Na infecdo por Theileria orientalis, a merogonia intralinfocitaria é muito curta e, em geral,
ndo é possivel detetar parasitas no tecido linfoide por microscopia (Aparna et al., 2011), sendo
gue na observagdo microscopica também ndo foram detetadas formas intralinfocitarias. No
entanto, foram detetadas diversas formas intraeritrocitarias compativeis com esporozoitos de
Theileria orientalis, apesar de Yam et al (2019) referirem que a microscopia 6tica ndo possui
sensibilidade para detetar adequadamente animais portadores. Nao foi medida a parasitemia de
cada animal, sendo que seria um dado importante, podendo ser efetuado através do método de
Ishihara (Ota et al., 2009). Pode existir uma elevada incidéncia na infecéo por Theileria orientalis
mesmo quando ndo sdo detetadas formas parasitérias por observacdo microscépica, nesses
casos sao muito Uteis os métodos como o PCR, que permite detetar infe¢fes ocultas antes do
aparecimento de sinais clinicos nos animais (Ota et al., 2009). Atualmente, o PCR é o método
mais indicado para a detecdo sensivel de T. orientalis, sendo uma técnica que pode detetar
infecdo em bovinos até 2 semanas antes que os eritrocitos infetados possam ser observados ao
microscépio 6tico (Yam et al., 2019) e 34 dias apés a introducdo de animais em rebanhos
infetados (Jenkins & Bogema, 2016). Pelo que, pode-se ponderar que as amostras positivas ao
PCR que ndo demonstraram formas intraeritrocitarias sao provenientes de animais com baixa
parasitemia ou infecBes recentes. No entanto, ndo foi possivel visualizar-se todos os esfregacos,
para avaliar a relagdo entre os resultados obtidos por PCR e por observagédo microscopica, uma
vez que alguns esfregacos ndo se apresentavam em boas condi¢des. Deste modo, a experiéncia
do operador que elabora os esfregacos, bem como a experiéncia de quem os avalia sdo aspetos
cruciais para um bom diagnastico.

Os organismos de Anaplasma bovis sao geralmente encontrados em mondcitos (Sreekumar
et al., 1996), tendo ja sido reportado em linfécitos (Chirayath et al., 2012). Os organismos podem
apresentar diferentes tamanhos, variando entre 1 a 6 um, e diferentes formas, sendo a mais
comum esférica, com o corpo compacto ou difuso, com aproximadamente 1 ym, sendo menos
frequente formas pleomoérficas; com a coloracdo do método de Giemsa as inclusdes aparecem

em diferentes tons acido6filos como vermelho, roxo escuro, roxo claro e quase preto (Sreekumar
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etal., 1996). Podem existir dificuldades na identificagcéo do organismo, uma vez que estes podem
ser semelhantes aos detritos celulares fagocitados pelos mondcitos e a presenca de granulos
azurofilicos nas células mononucleares dificulta o diagndstico (Sreekumar et al., 1996). Nos
esfregacos observados foram apenas detetadas formas nos mondcitos, no entanto, apenas
foram confirmados trés animais positivos para Anaplasma bovis, uma vez que as analises
individuais ndo estéo concluidas.

Estudos como o de Ooshiro et al. (2008), em que 8 em 15 vacas eram positivas em PCR
especifico para Anaplasma bovis nenhum dos animais possuia esfregaco positivo, deste modo
pode-se dizer que é frequente a auséncia de esfregacos positivos para Anaplasma bovis em
animais infetados.

A origem dos parasitas nas exploracdes pode estar relacionada com a globalizagdo. As
inmeras viagens de humanos e dos seus animais de estima¢do, sdo um meio de transporte
para carracas; como as feiras agricolas onde muitos produtores acorianos expfe 0s seus
animais, dentro e fora das ilhas e com a importacao de animais provenientes da América e do
norte da Europa. Os principais fatores de risco para a introducdo de agentes numa determinada
regido sdo: livre comércio, regionalizacéo, viagens internacionais, intensificagcdo da producao
animal, evolugdo constante de agentes infeciosos, impacto incerto da biotecnologia (George et
al., 2002). Um estudo de De La Fuente et al., (2015), conclui que os passaros sao elementos
centrais nas redes ecoldgicas de carragas, hospedeiros e agentes patogénicos transmitidos por
carracas, no entanto apenas confere importancia a transmissao de Anaplasma phagocytophilum
e Borrelia spp..

Quanto as origens dos animais (Tabela 29), a maioria das explora¢g6es ndo compra animais
por rotina, no entanto, o contacto entre animais de diferentes exploracfes é elevado, devido ao
modo de delimitacéo das pastagens, por muros e fios; além do elevado niimero de exploracfes
que leva animais para exposicéo.

Para o futuro, é importante uma pesquisa que englobe uma maior amostra da populacéo
bovina, procurando essencialmente exploracdes que apresentem problemas com infesta¢ges por
carragas bem como exploragdes com doenca clinica suspeita de coincidir com theileriose oriental
ou anaplasmose monocitica. Existem também exploracdes que ndo recorrem a qualquer tipo de
controlo parasitario pelo que a pesquisa de agentes transmitidos por carracas apresenta um valor
acrescido.

Sendo a primeira referéncia a presenca de Anaplasma bovis em Portugal, no nosso
conhecimento, seria importante verificar a sua presenca em Portugal Continental.

Segundo o relatério efetuado pelo Laboratdrio de Doengas Parasitérias da Faculdade de
Medicina Veterinaria — ULisboa foi observado Babesia spp. e Anaplasma marginale nos
esfregagos sanguineos do vitelo, no entanto, ndo se encontraram novamente estes agentes,
podendo justificar-se pela dimensédo da amostra.

O trabalho de pesquisa continua a ser desenvolvido no Tropical Animal Health and
Production Lab, para futura publicacdo, pelo que o estudo das prevaléncias ainda ndo esta
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terminado. No entanto, geograficamente é possivel observar que Theileria orientalis aparenta ter
uma ampla distribuicdo e que as infe¢cdes por Anaplasma bovis registaram-se em exploracdes
ndo muito distantes

Uma vez que a existéncia de agentes transmitidos por carracas ndo era reconhecida no
Arquipélago dos Acores, podera ter existido um subdiagnéstico ou um diagnéstico diferencial
incorreto. Deste modo, o conhecimento dos agentes patogénicos presentes em cada area
geografica é de extrema importancia. Assim, o alerta para a existéncia destes agentes podera
melhorar os aspetos sanitarios e de produg¢do animal, bem como diminuir as perdas de producéo,
gue possam ser desconhecidas, uma vez que os custos associados a doencas causadas por
bactérias ou protozoarios transmitidos por vetores causam numerosos prejuizos (Harrus &
Baneth, 2005).

4.5. Conclusao

A realizacdo deste trabalho permitiu concluir que os hemoparasitas de bovinos estdo
presentes nas exploracdes leiteiras da regido de S&do Miguel, pelo que constitui uma fonte de
informacdo sobre agentes patogénicos que, até entdo, ndo faziam parte dos diagnésticos
diferenciais frequentes, possibilitando melhorar o bem-estar dos animais bem como maximizar a
sua producéo.

E assim importante alertar médicos veterinarios para estas afecbes uma vez que o seu
subdiagnéstico e/ou diagndstico errado de outras doencas pode estar a ser feito. Nao estédo
conhecidas as perdas econdmicas que podem estar a ocorrer na ilha de Sdo Miguel devido a
infecBes por agentes transmitidos por carragas, sendo um dos principais prejuizos as quebras
de producéo.

Por outro lado, ndo era conhecido a presenca de Anaplasma bovis em Portugal, o que se
traduz numa nova referéncia a mais um agente transmitido por carragas no pais.

Para o conhecimento epidemiolégico destes agentes, nesta e noutras ilhas do arquipélago,

Sa0 necessarios mais estudos.

5.Consideracoes Finais

A realizacdo dos estagios curriculares permitiu consolidar conhecimentos tedéricos e aplica-
los de forma pratica, com o objetivo de adquirir e melhorar competéncias na area de clinica e
cirurgia de bovinos, sendo também importante de referir a aquisicdo de outras competéncias
nomeadamente na area de diagnéstico laboratorial de agentes transmitidos por carracas. A
elaboragdo do relatério de estagio permitiu a autora fortalecer os conhecimentos teoricos
adquiridos.

O conhecimento da epidemiologia de diferentes doencas é de extrema importancia para a
elaboracdo de diagnoésticos diferenciais corretos, pelo que a constante pesquisa de agentes

patogénicos permite a atualizagédo de conhecimento epidemioldgico em permanente evolugéo.
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Anexo | — Inquérito epidemiologico ao produtor

1.

Nome do produtor

2.

Localizacdo

(coordenadas GPS)

3. Data de recolha

4. Nuamero de animais no efetivo

5. Modo de producgédo: pastagem todo o ano? Estabulagdo? Durante quanto tempo estao
estabuladas?

6. Origem dos animais, os animais de reposicdo tém origem na prépria exploracdo ou compra
animais a outras explorac6es? Exploracdes apenas da ilha ou tem vacas de outros locais,
nomeadamente provenientes do continente ou de outros paises?

7. Possui outros animais em contacto com as vacas? (Ex.: Caes, gatos, cabras?)

8. Costuma ver carracas nas vacas? Com que frequéncia?

9. Desparasita as vacas? Com o qué? Com que regularidade?

10. Costuma fazer administracBes aos seus animais? Com que frequéncia? Que tipo de
administracbes SC, IM ou IV? Com que regularidade troca de agulha?
Administra Partovet® (ocitocina) IV aquando da ordenha?

11. Alguma vez viu animais com uma urina mais escura?

12. Ja teve problemas de leptospirose na sua exploracao?

113



Anexo Il — Resultados existentes da pesquisa molecular de

amostras individuais

Na Tabela 33 observam-se os resultados do PCR individual para pesquisa de Babesia spp.
e Theileria spp. e Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. e na Tabela 34 os resultados da sequenciagéo
gendmica de amostras positivas para Theileria orientalis.

Tabela 33: Resultados do PCR individual para pesquisa de Babesia spp. e Theileria spp e Anaplasma spp.
e Ehrlichia spp.

B
C
_ D
Babesia spp. E
e
F
Theileria spp.
G + + + +
H
I + + + + +
J + + +
Anaplasma
spp. e
I + +
Ehrlichia spp.

Tabela 34: Resultados da sequencia¢cdo gendmica de amostras positivas para Theileria orientalis

Amostras Positivas Resultados
B8 Buffel
C1l Chitose
C3 Chitose
C6 Chitose
C9 Chitose
D6 Chitose
D7 repetir - mau cromatograma
D8 Chitose
E5 por sequenciar
F1 por sequenciar
F7 por sequenciar
F8 por sequenciar
F9 por sequenciar
F10 por sequenciar
14 Buffeli
17 Chitose
110 Buffeli
J9 repetir - mau cromatograma
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