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Resumo

Prevaléncia e controlo dos parasitas gastrointestinais em explora¢des bovinas leiteiras em
Portugal continental

Nos tempos que correm € cada vez mais imprescindivel a obtencdo de produtos de origem
animal utilizando os recursos de forma eficiente e evitando o desperdicio. Os parasitas
geralmente sao vistos como tendo um efeito subtractor na producéo de leite e em todo o ciclo
de producdo desde o nascimento do vitelo, recria e futura producdo leiteira. Este estudo
pretende fazer uma andlise da forma como estes parasitas estdo presentes nas vacarias de leite
na regido centro e sul de Portugal e qual a melhor forma para os controlar.

Foram colhidas amostras fecais de animais em diferentes fases produtivas (n=380) em vérias
exploragdes com maneio intensivo (n=7) ou semi-intensivo (n=3), que foram submetidas a
diferentes andlises coproldgicas para a deteccdo de formas parasitarias. Foram efectuados
também esfregacos fecais para a pesquisa de Cryptosporidium sp. em vitelos (n=82).

Nos métodos quantitativos, 94% e 92% dos animais apresentaram menos de 50 ovos (OPG)
ou oocistos (0PG) por grama de fezes para Estrongilideos Gastrointestinais (EGI) e Eimeria
spp., respectivamente. Nas técnicas qualitativas foram identificadas 15,3% de infec¢Ges por
EGI, 13,4% por Eimeria spp., 1% por céstodes e 1,6% foi mista (EGI e Eimeria spp.). Os EGI
foram identificados predominantemente em exploracdes semi-intensivas e Eimeria spp. em
exploracdes intensivas. ApOs coprocultura os géneros parasitarios mais comuns foram
Ostertagia (56.1%), Cooperia (28.3%) e Trichostrongylus (11.8%). A sedimentacdo simples
efectuada em alguns animais em semi-intensivo (n=60) foi negativa para a pesquisa de
treméatodes, no entanto através do método de McMaster modificado realizado em pools de 10
amostras (n=6) foi possivel detectar o parasita Paramphistomum sp. em 2 desses testes. O
protozoario Cryptosporidium sp. foi detectado em 9 exploracfes e em 42,7% das amostras.
Estes resultados ndo nos ddo uma resposta definitiva em relacdo a necessidade de optar por
determinado controlo antiparasitario. No entanto, o médico veterinario com a informacéo
obtida atraves de inquéritos aos produtores juntamente com o0s conhecimentos de
epidemiologia, biologia, clinica e economia tem a capacidade de ajuizar, para cada situacao, a
estratégia de controlo antiparasitario mais adequada. Assim, a abordagem ao parasitismo
actualmente ndo envolve somente a relagdo entre hospedeiro e parasita, mas também toda a

analise que Ihe esta associada. O medico veterinario € uma peca chave nessa avaliagédo global.

Palavras-chave: Parasitas gastrointestinais, bovinos leiteiros, prevaléncia, controlo, maneio,

Portugal Continental



Abstract

Prevalence and control of gastrointestinal parasites in dairy farms in continental Portugal

Today it is increasingly necessary to produce food using resources efficiently and avoiding
waste. Parasites in dairy cows generally have a negative effect on milk production throughout
the whole cycle: birth, calf rearing and future milk production. This study aimed to examine
which parasites are present in dairy farms in central and southern region of Portugal and to
identify the best way to control parasites in these farms. Fecal samples from animals on
different production stages (n=380) were collected in intensive (n=7) and semi-intensive
(n=3) farms. These samples were analysed by distinct coprological techniques so as to
identify different parasitic forms. Faecal smears were performed for the detection of
Cryptosporidium sp. in calves (n = 82).

In quantitative techniques, 94% and 92% of the animals showed less than 50 eggs (EPG) or
oocysts (0PG) per gram of faeces for gastrointestinal stongyles (EGI) and Eimeria spp.,
respectively. In qualitative techniques were identified 15,3% of infections by EGI, 13,4% by
Eimeria spp., 1% by cestodes and 1,6% by mixed infection (EGI and Eimeria spp.). The EGI
was mainly identified in semi-intensive farms and Eimeria spp. in intensive farms. The main
genuses detected in coproculture were Ostertagia (56.1%), Cooperia (28.3%) and
Trichostrongylus (11.8%). The simple sedimentation technique performed in few semi-
intensive animals (n=60) did not show any trematodes, however using the modified McMaster
method performed in pools of 10 samples (n=6) the Paramphistomum sp. was detected in 2 of
this tests. The protozoan Cryptosporidium sp. appeared in 9 farms in 42,7% of the samples.
These results did not give a precise answer regarding the best antiparasitic control measure to
be used. Veterinarian expertise on epidemiology, biology, clinical and economy associated
with the information gathered from farmers is crucial to adopt the best strategy to control such
parasites. The current definition of parasitism involves not only the relationship between host
and parasite but also the financial impact associated. The veterinarian is a key element in this

complex evaluation.

Key-words: Gastrointestinal parasites, dairy cows, prevalence, control, animal husbandry,

continental Portugal.
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1-Introducéo

A nivel mundial o consumidor é cada vez mais exigente com a qualidade e seguranca dos
produtos que adquire, consciencioso e preocupado com o meio ambiente e com o bem-estar
animal. Existem disponiveis actualmente no mercado uma série de regras que asseguram que
estas caracteristicas e principios sdo tidos em conta em toda a cadeia produtiva, quer se trate
da producédo de origem animal ou ndo. Assim para um negdcio permanecer competitivo tém
que ser tomadas decisbes correctas de acordo com as regras existentes. Se adicionarmos
também, os condicionalismos produtivos de natureza ambiental, dada a sua imprevisibilidade,
estamos perante um conjunto de factores que tornam a actividade de producgdo, além de
complexa, muito vulneravel.

Situando tudo isto no contexto econdémico actual de grande instabilidade, a que o sector da
producdo animal também néo escapa, existe nos dias de hoje uma pressdo cada vez maior nos
resultados de qualquer empresa, em consequéncia dos elevados custos de producgédo e da
flutuacdo dos precos dos produtos. No entanto, é evidente que apesar de todos estes
condicionantes, a produtividade estd muito dependente de outros factores além dos
enunciados e constitui um pilar para a satde financeira de qualquer exploracao.

Deste modo, e em termos veterinarios, considera-se de extrema importancia a prevaléncia ou
auséncia de determinadas doengas, pois além de poderem restringir a circulagdo animal ou a
comercializacdo dos seus produtos, afectam também a eficiéncia bioldgica, e em ocasies
mais graves, causam a morte. As doencas parasitarias, muito comuns nos animais de
producdo, sdo um exemplo deste tipo: sdo infec¢des ou infestacbes de parasitas, que afectam
orgdos, aparelhos e sistemas organicos, causando danos nos tecidos e importantes perdas de
proteinas, que se reflectem em efeitos muito variados, como a diminuicdo da eficiéncia e da
produtividade. No caso do sector leiteiro podem acarretar perdas significativas na producao de

leite.

Durante anos 0 maneio dos animais de producdo mudou a sua forma de actuacéo, por se saber
que era mais rentavel prevenir em vez de tratar e actuar na populacdo em geral em vez de
apenas no individuo (LeBlanc, Lissemore, Kelton, Duffield & Leslie, 2006). No entanto estas
atitudes conduziram a um uso exagerado de farmacos, principalmente antibioticos e
antiparasitarios, e de forma pouco criteriosa, levando ao aparecimento de estirpes resistentes e
de residuos na cadeia produtiva e no meio ambiente que fazem com que actualmente se

questione este modo de actuagdo e se volte a repensar em novas estratégias.



No sector leiteiro € pratica comum o uso indiscriminado de farmacos antiparasitarios em
animais com infec¢Bes subclinicas, pois acredita-se que possam favorecer a producdo. No
entanto, além dos custos que pressupdem, cada vez mais importantes nos tempos que
decorrem, estes farmacos tém-se tornado cada vez menos eficazes.

De modo a contrariar esta tendéncia, e 0 modo como o parasitismo afecta economicamente a
producdo, é importante a adopcdo de medidas sustentaveis de controlo antiparasitario.

A adopc¢éo de um raciocino de deparasitacdo sustentado depende do conhecimento da biologia
e epidemiologia do parasita, do entendimento dos seus efeitos na sadde animal, quer nas
situacBes que sdo acompanhadas de sinais clinicos, quer nas situacdes subclinicas. Sobretudo
nestas Gltimas, em que os animais ndo exibem quaisquer sinais clinicos, € importante aliar
todo este conhecimento a técnicas laboratoriais de diagndstico, cada vez mais desenvolvidas,
para melhor avaliar a carga parasitaria e melhor adoptar e dirigir todo o0 nosso raciocinio. Se a
todo este conhecimento, conseguirmos incoporar ainda a avaliagdo econdmica especifica de
cada exploracdo, com base em alteracdes dos parametros produtivos, a opcdo de
desparasitacdo, ou o seu aconselhamento, além de mais fundamentada, sera mais facilmente
compreendida e melhor justificada para cada circunstancia.

Com base neste raciocinio surge entdo o presente trabalho que pretende contribuir para o
conhecimento da prevaléncia de parasitas internos em animais de vacarias de leite do centro e
sul de Portugal, e tenta ajudar no aconselhamento do controlo antiparasitario, fundamentando

a necessidade de adoptar essa op¢do na sanidade animal.



2-Breve descricdo das actividades realizadas durante o estagio
O estégio curricular do autor foi dividido em dois periodos: a) entre outubro de 2012 a janeiro

de 2013 e b) entre fevereiro de 2013 a junho de 2013.

a)

b)

No primeiro periodo, o autor acompanhou o médico veterinario Dr. Pedro Lima na sua
actividade diaria de consultor a nivel da producdo e assisténcia, a nivel clinico,
reprodutivo e cirurgico, em inimeras vacarias de producdo de leite na regido centro-
oeste de Portugal continental. Neste periodo, o autor teve a oportunidade de assistir a
diversos casos clinicos dos diferentes aparelhos, bem como a algumas cirurgias. Seréo
apenas enunciados alguns casos que se consideraram ter maior importancia. No que se
refere ao aparelho reprodutor, o autor realizou palpacgdes rectais para diagnosticos de
eventuais problemas reprodutivos e gestacdo e para estabelecimento de um programa
de controlo reprodutivo para sincronizacdo de cios e 1A (inseminacdo artificial) a
tempo fixo. Efectuou também alguns partos e teve oportunidade de assistir ainda a
algumas cesarianas, e a resolucdo de outras complicagdes obstétricas, como laceracdo
uterina e torcéo uterina.

Ao nivel do aparelho locomotor, o autor teve ainda a oportunidade de acompanhar
diversos casos clinicos de claudicacdo e efectuar algumas técnicas terapéuticas e
correctivas ao nivel das ungulas. No aparelho respiratdrio, os problemas mais
frequentes foram as pneumonias em vacas adultas. No entanto, foi no aparelho
digestivo que ocorreram 0s casos mais entusiasmantes para a formagdo do autor,
nomeadamente as cirurgias para correccao de deslocamentos do abomaso a esquerda e
a direita acompanhada de torcao, e a ruminotomia para remogao de um corpo estranho
que estaria a ser responsavel por uma indigestao vagal.

O autor considerou esta parte do estagio, uma excelente oportunidade de conhecer
varias exploracdes com diferencas a nivel de instalac6es, no seu efectivo, no maneio e
consequentemente também nos respectivos problemas a nivel clinico, possibilitando
ao autor o contacto com varios produtores e trabalhadores envolvidos neste sector e 0
aporte de muitos conhecimentos ndo exclusivamente veterinarios, que 0 autor
considera terem sido determinantes para 0 seu crescimento e formacdo a nivel

profissional e de grande significado a nivel pessoal.

O segundo periodo do estdgio foi passado maioritariamente no Laboratorio de
Doencas Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade de
Lisboa, intercalando-o com curtas mas obstinadas visitas as exploragdes para recolha
de amostras essenciais a realizagdo do presente estudo. Durante este periodo o autor

efectuou as técnicas laboratoriais necessarias ao seu trabalho, teve a oportunidade de
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acompanhar os trabalhos de outros colegas e ficou a conhecer a rotina de
funcionamento e algumas das técnicas laboratoriais para pesquisa de parasitas que se

realizam neste laboratério.

Durante o periodo de estagio o autor teve ainda a possibilidade de participar em alguns
encontros e discussfes promovidas por algumas empresas da inddstria farmacéutica,
colaborar em algumas saidas de campo para recolha de elementos ao projecto “AWIN-
Animal Welfare Indicators”, participar em diversos congressos (“I Jornadas do Campo
Branco”, “II* Conferéncia do CPSU”, “Workshop sobre patologias de Vitelos”, “XV
Jornadas da APB”, “Welfare Milk Quality”’) e seminarios organizados pelo Nucleo
Buiatrico da Associacdo dos Estudantes da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Lisboa, entre os quais num deles teve a oportunidade de ser orador do
workshop com o tema “Abordagem Pratica a Parasitologia em Ruminantes”.

Por ultimo, consideramos sempre que toda e qualquer oportunidade pode ser util para a
nossa formacao e crescimento, desde que nos consigamos envolver na prépria experiéncia,

clinica ou laboratorial, pois ao fazer, compreendemos melhor o que estamos a aprender.



3-Revisdo bibliografica

3.1- A Produgcéo leiteira Bovina em Portugal

O sector leiteiro nacional caracteriza-se por possuir 7 mil produtores, dos quais apenas 4 mil
se encontram em Portugal continental (APROLEP, 2012). A producéo leiteira nacional assim
como a de outros paises tem sofrido com o enorme aumento dos custos das matérias-primas
para alimentagdo animal, também resultantes dos sucessivos acontecimentos climatéricos
desfavoraveis e com as consequéncias da especulacdo bolsista associada ao aumento dos
precos das energias. Exacerbando ainda mais toda esta situacdo desfavoravel, associa-se o
facto dos valores pagos ao produtor pelo seu leite produzido ndo terem acompanhado toda
esta tendéncia tornando a diferenca entre a receita gerada pela producdo e os custos a ela
inerentes cada vez mais reduzida e colocando o0s produtores nacionais numa situacao
economica vulneravel.

Na tentativa de contrariar toda esta tendéncia os produtores portugueses de leite tém feito
esforcos para que o valor pago pelo leite seja cada vez mais justo (APROLEP, 2012). No
entanto apesar dos ligeiros aumentos que houve ao longo do ano de 2012 e de 2013, estes sdo
considerados ainda insuficientes.

E importante referir que, mesmo enfrentando todos estes condicionantes, a producio de leite
de origem bovina em Portugal no passado ano de 2012, foi de 1.881 milhdes de litros,
correspondendo a uma subida de 1,1% em relagdo ao ano de 2011, justificando-se estes
valores principalmente pelo aumento da producdo dos maiores produtores e pela negociacdo
de melhores contratos entre a producdo e a inddstria nacional (INE, 2013) com o objectivo de
tentar diluir os custos fixos e os custos variaveis de producdo pela maior quantidade de leite
produzida.

Grande parte da producdo leiteira bovina em Portugal continental ocorre em regime intensivo,
nas quais o0s animais se encontram estabulados com elevada densidade animal e sem acesso ao
exterior ou sendo este muito limitado. Toda a alimentagdo é normalmente efectuada
exclusivamente na manjedoura. Este sistema contrasta com outros tipos de producdo de
bovinos em que os animais tém acesso a pastagem e estdo mais predispostos as infecgdes
parasitarias que ocorrem por transmissdo fecal-oral durante o pastoreio. Muito se tem
estudado e actualmente se conhece, sobre 0 modo como os parasitas afectam os bovinos
leiteiros que pastoreiam, ndo existindo o mesmo conhecimento ou permanecendo sempre a
duvida na forma como afectam os animais que ndo pastoreiam. No sector leiteiro é pratica

comum o uso indiscriminado de antihelminticos e de outros antiparasitarios em animais com



infeccdes subclinicas, pois acredita-se que possam favorecer a producdo. No entanto estes
antiparasitarios tém custos, relacionados com o préoprio fArmaco e a sua administracdo, e nem
sempre podem ser justificAveis. Uma vez que as margens de lucro anteriormente anunciadas
sdo tdo pequenas, qualquer melhoria por mais subtil que possa ser a nivel individual, pode-se
traduzir em algo de grande importancia ao nivel de toda a exploracdo (van der Voort et al.,
2013).

3.2- Parasitas que mais influenciam a producao leiteira e sua taxonomia

Antes de se abordar o tema principal deste estudo, consideramos conveniente para sua melhor
compreensdo, relembrar o fendmeno do parasitismo e situar, de acordo com a Taxonomia e
Sistematica, os principais parasitas que podem estar presentes nos bovinos produtores de leite.
O parasitismo é um fendmeno bastante comum na Natureza, envolvendo a relagcdo entre
hospedeiro e parasita. Os parasitas sao por definicdo prejudiciais para o seu hospedeiro, ao
subtrairem 0s seus nutrientes para realizarem todas as suas funcdes vitais, sem qualquer
beneficio para o hospedeiro, chegando mesmo a provocar-lhe lesbes. Este fendmeno, como
sera constatado mais a frente, engloba véarios grupos taxonémicos, sendo que nos bovinos
leiteiros 0s mais importantes sdo os helmintes e os protozoarios (Tabela 1). Esta diversidade
taxondmica estd associada a uma vastissima diversidade de ciclos bioldgicos, impactos no
hospedeiro, modos de transmisséo e graus de viruléncia.

Dadas as consequéncias que o0s parasitas podem provocar, os hospedeiros devem ter a
capacidade de melhorar os seus mecanismos de defesa limitando o impacto negativo do
parasitismo. De acordo com este ponto de vista, 0s hospedeiros desenvolveram um conjunto
de adaptacfes morfoldgicas, fisiologicas e comportamentais para combater e contrariar 0s
ataques parasitarios. No entanto, os parasitas responderam a esta pressao de selec¢do com o
desenvolvimento de capacidades que contrariam estas adaptaces para superar as defesas do
hospedeiro. Estes ciclos entre parasita e hospedeiro, e entre adaptacdes e contra adaptacdes,
definem o processo de co-evolugdo (Sorci & Garnier, 2008). E uma das caracteristicas mais
importantes das interacgOes entre parasitas e hospedeiros, e que corrobora a expressédo de
alguns mestres desta ciéncia, segundo os quais “ A Parasitologia é um Mundo”.

A sistematica tem uma grande importancia em todos os ramos da biologia. Mesmo na
actualidade, quando a tecnologia molecular esta cada vez mais desenvolvida e possui maior
evidéncia, ndo se deve desvalorizar a Sistematica como disciplina que combina a ciéncia que
se dedica a morfologia, a Taxonomia, com a filogenia que explica a histéria natural dos seres

vivos. Aquela é igualmente muito importante em Parasitologia, auxiliando ndo sO0 na
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identificacdo de diferentes generos, espécies e até estirpes de parasitas, como também no
estudo e compreensdo da sua biologia (Monis, 1999).

Os seres vivos encontram-se organizados em Reino, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e
Espécie. Esta é igualmente a forma de classificacdo dos parasitas que serdo abordados neste

estudo e que se encontram resumidos na Tabela 1.

Tabela 1- Taxonomia dos principais parasitas dos bovinos leiteiros. Adaptado de Bowman, (2009).

Reino Filo Classe Ordem Superfamilia(-oidea)/ Familia-idae)

Animalia Nemathelmintes Nematoda Strongylida Strongyloidea
Trichostrongyloidea
Ancylostomatoidea
Rhabditida Rhabditoidea
Enoplida Trichinelloidea
Trichuroidea
Ascaridida Ascaridoidea
Plathelmintes Cestoda Cyclophyllidea Taeniidae
Anaplocephalidae
Trematoda Digenea Fasciolidae
Paramphistomatidae
Dicrocoelidae
Protista Apicomplexa Sporozoa Eucoccidiorida Eimeriidae
Cryptosporidiidae

3.2.1-Epidemiologia, biologia e patogenia dos parasitas que afectam os bovinos
leiteiros.

Os principais parasitas dos bovinos, como ilustrados na tabela anterior, sdo 0os nematodes,
trematodes e cestodes, globalmente denominados de helmintes; e os protozoarios, do género
Eimeria e Cryptosporidium, também conhecidos como coccideas.

O efeito do parasita no hospedeiro pode ser variavel e estd geralmente relacionado com varios
factores: a espécie parasitaria, a sua carga no hospedeiro, 0 estado imunitario e sanitario do
hospedeiro e factores ambientais e de maneio como o stress ou a dieta (Taylor, Coop & Wall,
2007). Infecgdes multiplas envolvendo mais do que um género ou espécies s&o muito comuns
e possuem geralmente maior impacto do que uma infeccdo monoespecifica, do mesmo modo
que a gravidade da doenca € também variavel com o tipo de parasitas envolvidos (Wimmer,
Craig, Pilkington & Pemberton, 2004).

Na maior parte das infecgbes parasitarias h4 um nivel de infeccdo que permite que o
desenvolvimento de imunidade e as caracteristicas produtivas estejam em equilibrio
(Vercruysse & Claerebout, 2001). No entanto, raramente se consegue encontrar este grau de
infeccdo, sendo muito dificil estabelecer um limiar a partir do qual devemos optar pelo



tratamento antiparasitario. Com o objectivo de melhor avaliarmos o modo de prevencdo ou de

controlo é conveniente obter primeiro informag&o epidemiolégica dos parasitas existentes.

3.2.1.1-Helmintes

Os helmintes englobam os nematodes, trematodes e cestodes.

Nematodes

S&o vermes redondos e ndo segmentados. Podem ser espécies livres ou parasitarias, cuja
forma do corpo é pouco variavel (Vicente & Martin, 2002), tornando complicada a sua
identificacdo e a sua classificacdo taxondmica. Os mais importantes em bovinos pertencem a
trés ordens: Strongylida, a mais comum, Rhabditida e Enoplida. Por questfes de conveniéncia
de classificacdo os nematodes de cada ordem estdo divididos consoante as suas caracteristicas
morfoldgicas, e assim organizados em superfamilias (Tabela 2) com particularidades mais ou
menos semelhantes (Taylor et al., 2007). A superfamilia Trichostrongyloidea, compreende 0s
parasitas mais frequentes dos ruminantes em todo o mundo, principalmente nas regides
temperadas e humidas, e nos animais que pastoreiam, causando doencas crénicas com baixa
mortalidade, mas elevada morbilidade (Mafies & Véazquez, 2002). Ostertagia ostertagi e
Cooperia oncophora sdo as espécies mais prevalentes nas regides temperadas (Claerebout,
Dorny, Vercruysse, Agneessens & Demeulenaere, 1998), sendo que a primeira é considerada
a espécie mais patogénica e mais frequente, pelo que ao longo do trabalho ser-lhe-a dedicada
especial atencdo. Os nematodes sdo particularmente importantes em animais jovens em climas
temperados que pastoreiam e, com a excepg¢do do parasita Dictyocaulus viviparus, que esta
associado a bronquites parasitarias (BP), todos os outros estdo associados a gastroenterites

parasitarias (GEP).



Tabela 2- Principais nematodes que parasitam os bovinos. Adaptado de Taylor et al., (2007).

Género Espécies Hospedeiro Localizagdo Distribuicao
Superfamilia Trichostrongiloidea
Ostertagia Ostertagia ostertagi Bovinos, ovinos, Abomaso Mundial, principalmente em regides
caprinos e cervideos subtropicais e em climas
temperados com chuvas no inverno.
Ostertagia leptospicularis Mundial, principalmente Nova
Zelandia e Europa.
Haemonchus Haemonchus contortus Bovinos e ovinos Abomaso Mundial a sua prevaléncia é mais
importante em regides tropicais e
Subtropicais.
Haemonchus similis Bovinos e cervideos Europa e Norte da América.
Trichostrongylus Trichostrongylus axei Bovinos, ovinos, Abomaso e Mundial

Trichostrongylus

colubriformis

Trichostrongylus

longispicularis
Cooperia Cooperia oncophora
Cooperia puctata
Cooperia pectinata

Cooperia surnabada

Nematodirus Nematodirus helvetianus

Nematodirus spathiger

Nematodirus battus

Nemtodirus filicolis

Dictyocaulus

Dictyocaulus viviparus

Superfamila Strongyloidea

Oesophagostomum Oesophagostomum radiatum
Oesophagostomum
columbianum

Chabertia Chabertia ovina

cervideos, asininos,
suinos e
ocasionalmente o
Homem
Bovinos, ovinos,
caprinos e
ocasionalmente
suinos e Homem
Bovinos, ovinos,
cervideos, camelideos
e lamas
Bovinos, ovinos,
caprinos e cervideos

Bovinos e cervideos

Bovinos, ovinos e
camelideos
Bovinos;
ocasionalmente
ovinos, caprinos e
outros ruminantes
Ovinos, caprinos e
ocasionalmente
bovinos (vitelos)
Ovinos, caprinos,
ocasionalmente
bovino e cervideos
Bovinos, cervideos,
bufalos e camelideos

Bovinos e bufalos
Ruminantes
selvagens, ovinos e
caprinos
Ovinos, caprinos e
ocasionalmente
cervideos, bovinos e

outros ruminantes

intestino delgado

Intestino delgado Mundial. Ocorrem em regides

anterior temperadas mas é sobretudo um
parasita de &reas tropicais e
subtropicais.
Intestino delgado Ruminantes na Australia e em
bovinos na Europa.

Intestino delgado Mundial

Partes da Europa, Norte da América
e Autralia.

Intestino delgado Mundial

Mundial, mas mais frequente em

zonas temperadas.
Bronquios e Mundial, particularmente
traqueia importante em climas temperados

com chuvas de inverno*

Mundial

Mundial, mais importante em zonas

Intestino grosso

tropicais e subtropicais

Intestino grosso Mundial



Superfamilia Ancylostomatoidea
Bunostomum Bunostomum phlebotomum Bovinos Intestino delgado Mundial
Superfamilia Rhabditoidea

Strongyloides Strongyloides papillosus Bovinos, ovinos, outros Intestino delgado Mundial
ruminantes e leporideos

Superfamilia Ascaridoidea

Toxocara Toxocara vitulorum Bovinos, blfalos e Intestino delgado Africa, India, Asia e Europa

raramente em ovinos e

caprinos
Superfamilia Trichuroidea
Capillaria Capillaria bovis Bovinos, ovinos e caprinos  Intestino delgado Mundial
Trichuris Trichuris globulosa Bovinos, ocasionalmente Intestino grosso Mundial

ovinos, caprinos,
camelideos e outros
ruminantes
Trichuris discolor Bovinos, bufalos e Europa, Asia, E.U.A.
ocasionalmente ovinos e

caprinos

Os ciclos de vida dos nematodes gastrointestinais dos bovinos sdo todos muito semelhantes,
com pequenas variagoes entre si. Tém uma fase interna, no hospedeiro e uma fase externa, no
meio ambiente, principalmente nos bolos fecais, na pastagem ou no solo. Esta fase, nao
parasitaria, também chamada de fase de vida livre, é segundo Herd (1985) enunciado em
(Fiel, Fernandez, Rodriguez, Fusé & Steffan, 2012) aquela em que é possivel encontrar cerca
de 90% da populacdo total dos neméatodes, e como tal o seu conhecimento é de extrema
importancia para desenhar programas racionais e sustentaveis de controlo das infecces que
naturalmente ocorrem nos bovinos (Fiel et al., 2012).

O primeiro estadio larvar (L1) desenvolve-se no interior do ovo excretado nas fezes de
animais parasitados. Ao fim de 1 ou 2 dias consoante as condi¢cBes ambientais e caracteristicas
préprias da larva, produzem uma enzima que em conjunto com 0s seus proprios movimentos
sdo responsaveis pela ecloséo a partir do ovo (Taylor et al., 2007). No exterior a L1 muda e
transforma-se no segundo estadio larvar (L2). Ambas as larvas, L1 e L2, alimentam-se de
bactérias existentes nas fezes, sendo que as condi¢cdes de temperatura, humidade e de pH
também influenciam o seu desenvolvimento. Em geral, ao fim de sensivelmente 1 a 2
semanas, da-se uma nova muda e surgem as larvas L3 (Roeber, Jex & Gasser, 2013). As
larvas L3 tém um aspecto um pouco mais desenvolvido, com esofago distinto e apresentando
uma bainha como revestimento, que embora as impossibilite de se alimentarem, protege-as de
condi¢Bes ambientais adversas até que sejam ingeridas por um animal. Isto significa que estdo
dependentes de nutrientes armazenados em reservas adquiridas nos estadios anteriores. Para

as L3 transmitirem a infeccdo tém de libertar-se da massa fecal, e para tal contam com
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factores importantes como a chuva ou pivots de rega, 0s proprios animais, as maquinas
agricolas ou outro tipo de situacdo que permita distribuir as larvas para a erva envolvente
(Williams, 1986). Apos serem ingeridas por um animal, ddo inicio a fase parasitaria. Na zona
do trato gastrointestinal a montante do local onde habitualmente vivem os adultos, as L3, sob
influéncia de estimulos do hospedeiro, excretam um liquido que digere a bainha permitindo a
saida da larva (Uriarte, Miro, Meana & Rojo-Vazquez, 1993). Ocorre entdo uma fase tecidular
onde se da nova muda para larva L4. Mais tarde j& nos locais de predileccdo do trato
gastrointestinal, limen e/ou interior da mucosa do estbmago e/ou intestinos, desenvolvem-se
entdo as larvas L5 ainda imaturas, que amadurecem para adultos e apds a copula, produzem
ovos que dardo inicio a um novo ciclo de vida (Taylor et al., 2007).

Particularidades:

No género Dictyocaulus associado a BP, as fémeas adultas s@o ovoviviparas pelo que as
larvas L1 aparecem nas fezes frescas, algo que ndo é muito comum nos nematodes
gastrointestinais. A migracdo das larvas infectantes (L3) do bolo fecal para a pastagem é
auxiliada por um fungo do género Pilobus existente nas fezes, o qual pode espalhar as larvas
até 3 metros de distancia. Ap0s a sua ingestdo, os parasitas alojam-se na mucosa intestinal e
migram via linfatica, através do ducto torécico e dos linfonodos mesentéricos ou através da
corrente sanguinea até aos espacos alveolares (Bowman, 2009). Apo6s alguma maturacdo nos
bronquiolos, as larvas pulmonares adultas aparecem nos brénquios. Neste caso os estadios de
vida livre utilizam os granulos de comida existentes no interior dos intestinos como fonte de
energia em vez de ingerirem bactérias.

No caso de Nematodirus helvetianus, o desenvolvimento até L3 ocorre no interior do ovo. Em
oposicdo as outras espécies do mesmo género ndo necessita de grandes exigéncias a nivel
ambiental, possibilitando o aparecimento de varias geracdes anualmente (Taylor et al., 2007).

No caso de Capillaria bovis, a L1 infectante desenvolve-se no interior do ovo e a infec¢do
ocorre através da ingestdo do ovo embrionado atingindo a maturacdo sem existir qualquer fase
migratoria.

Strongyloides papillosus € um parasita Gnico entre 0s nematodes parasitarios. Possui ambos
os ciclos, parasitarios e de vida livre. A fase parasitaria € composta inteiramente por fémeas
que produzem ovos no intestino delgado por partenogénese. Apos a eclosdo dos ovos no
ambiente, podem dar origem a machos e fémeas de vida livre, no entanto sob determinadas
circunstancias as L3 podem tornar-se parasitarias e ocorrer infeccdo através da pele ou per os
(Arglello & Campillo, 2002). A L3 migra posteriormente através da corrente sanguinea até
aos pulmdes e traqueia. Desenvolvendo-se a fémea adulta no intestino delgado. Os vitelos

podem infectar-se a0 mamarem, uma vez que existe migracdo somatica (Taylor et al., 2007).
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No caso de Bunostomum phlebotomum a infeccdo pela L3 pode ser oral ou transcutanea. Na
primeira as larvas normalmente desenvolvem-se sem ocorrer qualque migracdo. Quando a
infeccdo é através da pele a larva migra para os pulmdes e muda para L4 antes de voltar ao
tracto gastrointestinal.

No caso de Toxocara vitulorum, o leite materno constitui a principal fonte de infeccéo, onde
as larvas podem permanecer até cerca de um més. Na infec¢do dos vitelos apds ingestdo do
leite ndo existe migracdo tecidular e os ovos podem em pouco tempo ser eliminados nas fezes.
Quando a ingestdo de ovos ocorre em vitelos com mais de seis meses de idade raramente sdo
detectados ovos, sendo que normalmente ocorrem migracOes larvares tecidulares onde
permanecem em dorméncia. Em fémeas no periodo final da gestagdo, pode ocorrer a
continuacdo do desenvolvimento larvar possibilitando novas infec¢Bes transmamaérias (Taylor
et al., 2007).

Epidemiologia: A contaminagdo do meio ambiente com ovos parasitarios esta relacionada
com a carga parasitaria dos animais, o desenvolvimento e a sobrevivéncia das larvas L3 que
dependem principalmente da temperatura ambiente, mas também das condi¢cdes da mistura
fecal (Bowman, 2009). A dessecacdo, a exposi¢cdo a luz directa do Sol ou mesmo as baixas
temperaturas, podem matar os ovos e as larvas que se encontram na mistura. Por cada larva
infectante ingerida, somente um nematode adulto se desenvolve no hospedeiro e o
desenvolvimento de ovos e larvas no meio ambiente é necessario para a continuidade das
espécies (Williams, 1986). A temperatura Optima bem como a humidade para o
desenvolvimento de ovo a larva infectante € muito varidvel entre espécies, bem como a
resisténcia a condicdes adversas (Fiel et al., 2012), o que faz com que cada género tenha
caracteristicas epidemioldgicas muito distintas.

De modo semelhante a ocorréncia de doenca e a presenca de sinais clinicos no hospedeiro séo
muito variaveis, interferindo geralmente com a ingestdo de alimento, o funcionamento
gastrointestinal e 0 metabolismo proteico (Fox, 1997), contribuindo para este facto ndo so as
caracteristicas proprias de cada parasita (género e espécie) e da carga parasitaria existente,
mas também os aspectos relacionados com a resisténcia do préprio hospedeiro, idade,
genetica, vitalidade, presenca ou auséncia de infeccdes concomitantes e da aquisi¢do ou nédo
de imunidade.

Existe ainda a possibilidade das L4 suspenderem temporariamente o seu desenvolvimento,
mecanismo designado por hipobiose, sendo que as razdes que o desencadeiam ainda nao estéo

muito bem entendidas. No entanto apds a ocorréncia de determinado estimulo estas reiniciam
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de novo o seu desenvolvimento, sendo este comportamento particularmente acentuado nos
parasitas da ordem Strongylida (Bowman, 2009).

Os grupos de animais mais susceptiveis de desenvolver infeccBes elevadas sdo animais jovens
ainda sem imunidade, animais imunitariamente comprometidos ou animais expostos a grande

quantidade de larvas L3 no ambiente (Claerebout et al., 1998).

Platelmintes

Sdo seres de corpo achatado e hermafroditas, que incluem os cestodes e os trematodes.

Cestodes

Os cestodes ndo tém muita importancia clinica em bovinos, a exep¢do dos pertencentes a
familias Taeniidae (por possuirem caracter zoondtico) e Anoplocephalidae (pelos seus
aspectos patogénicos). Sao seres com aspecto de fita na forma adulta, sem canal alimentar. O
corpo é segmentado, em proglotides hermafroditas, ou seja possuem um a dois pares de
aparelhos reprodutores de ambos 0s sexos, 0s quais se abrem geralmente nos poros genitais da
margem ou de ambas as margens laterais do proglétide. O cestode adulto é constituido por
uma cabeca, ou escolex, na qual se encontram quatro ventosas em cada um dos lados podendo
também alojar véarios ganchos que ajudam a adesdo do parasita. Caudalmente ao escélex
encontra-se uma porcao curta e nao segmentada, 0 pescoco, sendo o restante constituido por
progldtides, encadeados sequencialmente, formando o estrobilo. Os progldtides germinam
desde a regido do pescoco ao longo do estrébilo assim como o desenvolvimento sexual de
cada um destes segmentos. Cada proglétide abre-se geralmente nos poros genitais de uma ou
de ambas as margens laterais. A fertilizacdo ocorre no proglétide ou entre proglotides e a
medida que os segmentos vdo amadurecendo a estrutura interna vai desaparecendo e 0s
progldtides totalmente maduros ou gravidicos apenas apresentando remanescentes do (tero ou
encontram-se preenchidos com ovos. Os segmentos gravidicos sdo habitualmente libertados
intactos a partir do estrobilo e eliminados para o exterior com as fezes. No exterior do corpo
0s ovos sdo libertados por desintegracdo do segmento ou s&o eliminados através do poro
genital (Taylor et al., 2007). A maior parte dos cestodes com importancia veterinaria
pertencem a ordem Cyclophillidea e os que podem afectar os bovinos e tém interesse nesta
dissertacdo estdo representados na Tabela 3.
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Tabela 3-Principais cestodes que parasitam os bovinos. Adaptado de Taylor et al., (2007).

Género Espécie Hospedeiro Localizacdo Distribuicéo

Familia Taeniidae
Taenia Taenia saginata
(larva Cysticercus bovis) Bovinos, Bufalos Mdsculo Mundial
Familia Anoplocephalidae
Moniezia Moniezia benedeni Bovinos Intestino delgado Mundial
Moniezia expansa Ovinos, caprinos e

ocasionalmente bovinos

O ciclo de vida de Moniezia € indirecto, com um hospedeiro intermediario, e 0s adultos séo
encontrados no intestino delgado. Os proglotides maduros ou os ovos sdo eliminados para o
exterior com as fezes. Na pastagem o ovo € ingerido por acaros oribatideos, que por ac¢do dos
sucos gastrico e intestinal, digerem o embriéforo e activam a oncosfera. Na cavidade corporal
do acaro apo6s alguns meses desenvolve-se a larva cisticercoide e a infec¢do dos bovinos

ocorre durante o pastoreio apds ingestdo de acaros oribatideos infectados (Taylor et al., 2007).

Epidemiologia: E uma infeccdo comum em vitelos no seu primeiro ano de vida e menos
frequente em animais mais velhos. A flutuacdo sazonal de infeccdo pode ser associada a
periodos activos de acaros oribatideos que ocorrem durante o verdo em regides temperadas.
As larvas cisticercéides sobrevivem ao inverno no interior dos acaros oribatideos (Taylor et
al., 2007).

Trematodes

Os trematodes pertencem a Ordem Digenea, que sdo aqueles que necessitam de hospedeiro
intermediario para completar o seu ciclo de vida. Sdo chamados de vermes, em inglés flukes, e
ocorrem principalmente nos ductos biliares, trato digestivo e vasos sanguineos. A maioria é
achatada dorsoventralmente, possuem um tracto alimentar cego, ventosas para a sua adesdao e,
tal como os cestodes, sdo hermafroditas. Dependendo dos seus locais de infecgdo os ovos séo
eliminados pelo hospedeiro final, através da urina ou fezes, e os estadios larvares ocorrem
num hospedeiro intermediario, um molusco. Em algumas espécies é necessario um segundo
hospedeiro intermediario.

Existem muitas familias na classe Trematoda no entanto apenas as familias Fasciolidae,
Dicrocoelidae, Paramphistomatidae e Schistosomatidae tém importancia em medicina
veterinaria (Taylor et al., 2007). Neste trabalho serdo apenas abordadas as trés primeiras
(Tabela 4).

Estes trematodes sdo responsaveis por verminoses hepaticas e ruminais. A Fasciola hepatica

é o trematode mais frequente nos ruminantes, afectando animais em pastoreio sobretudo
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bovinos e ovinos, e ocasionalmente o0 Homem, sendo portanto um parasita com potencial
zoondtico. No entanto, com a preocupagdo crescente em relacéo a deteccdo de F. hepatica, 0s
elementos do género Paramphistomum passaram a ser detectados com muito mais frequéncia

apesar, da paramfistomose bovina em termos clinicos nao ser significativa (Rieu et al., 2007).

Tabela 4- Principais trematodes que parasitam os bovinos. Adaptado de Taylor et al., (2007); Eduardo,
(1982); Rinaldi et al., (2005); Silvestre, Sauve & Cabaret, (2000).

Género Espécie Hospedeiro Localizagdo Distribuicao

Familia Fasciolidae
Fasciola Fasciola hepatica® Bovinos, ovinos, caprinos, Figado® Mundial*
equinos, cervideos, Homem e
outros mamiferos®
Fasciola gigantica® Bovinos, ovinos, caprinos, Europa, Africa, Asiae E.U.A.*
suinos, camelideos, cervideos,
bafalos e Homem
Fascioloides Fascioloides magna® Bovinos, cervideos, ovinos, Figado e ductos  Principlamente no sudoeste, leste
caprinos, suinos e equideos® biliares* e centro Europeu. América do
Norte, Africa do Sul e México®

Familia Paramphistomatidae

Paramphistomum  Paramphistomum Bovinos, ovinos, caprinos, Ramen* Mundial*
cervit cervideos, bufalos e antilopes*
Calicophoron Bovinos, ovinos, cervideos, Ramen®? Europa, Asia, Oceania e Africa®
daubneyi? bufalos® e caprinos*

Familia Dicrocoeliidae

Dicrocoelium Dicrocoelium Bovinos, ovinos, caprinos, Figado® Um pouco por todo 0 mundo,
dendriticum? cervideos, ocasionalmente principalmente na Europa®

equideos e suinos®
(Taylor et al., 2007), %(Eduardo, 1982), 3( Rinaldi et al., 2005), *(Silvestre, Sauve & Cabaret, 2000).

Todos estes trematodes tém um ciclo de vida complexo que estd dependente de um
gastropode aquatico ou terrestre como hospedeiro intermediario. Os ovos eliminados nas
fezes de um hospedeiro infectado, desenvolvem-se e eliminam miracidios ciliados méveis na
pastagem (tipicos das familias Fasciolidae e Paramphistomatidae) ou sdo ingeridos com o
miracideo no seu interior (tipico da familia Dicrocoeliidae. Quando os miracideos livres
encontram um hospedeiro intermediario, penetram via tegumento e desenvolvem-se desde
esporocisto até ao estadio de cercaria, o qual € eliminado pelo gastropode. Apods adesdo a
vegetacdo a cercaria enquista e forma a metacercaria infectante, que pode ser ingerida quando
0 bovino pastoreia (Taylor et al., 2007).

Particularidades:

No caso da Fasciola spp., quando a metacercaria atinge o intestino do bovino migra atavés da
sua parede, atravessa 0 peritoneu e penetra a capsula hepatica atingindo o figado. Os vermes
imaturos encontram-se no parénquima hepatico, e apdés algum tempo deslocam-se para 0s

ductos biliares e por vezes também para a vesicula biliar, até atingirem a maturidade.
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No caso de Paramphistomum spp., 0s vermes imaturos fixam-se e alimentam-se na mucosa
do duodeno, podem ser encontrados no ileon, jejuno e abomaso antes de se deslocarem para o
rimen (Gonzélez-Warleta et al., 2013).

No caso de Dicrocoelium dendriticum, existem dois hospedeiros intermediarios, um
gastropode terrestre, que ingere 0 ovo e onde se produz a cercaria. E um segundo, a formiga
da espécie Formica fusca, que ingere a cercéria que se desenvolve em metacercéria no interior
da sua cavidade corporal ou no sistema nervoso central, responsaveis por lesdes que alteram o
comportamento da formiga e aumentam a probabilidade de serem ingeridas pelos bovinos.
Nos bovinos as metacercarias eclodem e os vermes imaturos migram através do ducto biliar
principal e posteriormente através dos secundarios, sem nunca ocorrer migragdo através do

parénquima hepético (Taylor et al., 2007).

Epidemiologia: Um dado importante é que um ovo de trematode pode originar milhares de
adultos, ao contrario dos nematodes em que um ovo d& apenas origem a um adulto. Este
fendmeno deve-se ao facto de existir multiplicacdo assexuada no hospedeiro intermediario,
havendo desenvolvimento de centenas ou milhares de novos individuos (esporocistos, rédias e
cercarias) a partir de uma unica forma larvar (miracideo).

Todas as espécies estdo dependentes da existéncia de hospedeiros intermediarios. No caso dos
gastropodes aquaticos os seus habitats compreendem zonas alagadicas e lagos ou lagoas. E
possivel o estabelecimento de uma boa imunidade em animais adultos, pelo que 0s surtos
normalmente ocorrem em animais jovens, no entanto os animais adultos constituem
importantes reservatérios e contribuem com a eliminacdo de ovos para a infeccdo dos
gastrépodes e persisténcia do ciclo.

No caso de Dicrocoelium dendriticum, existem dois importantes factores que contribuem para
a persisténcia da doenca: 0s seus ovos tém a capacidade de permanecerem muito tempo no

ambiente e os hospedeiros intermediarios sdo resistentes no ambiente (Taylor et al., 2007).

3.2.1.2-Protozoérios
Os protozoarios pertencem ao Reino Protista, que engloba seres uncicelulares com organelos
tipicos das células eucaridticas: nucleo, complexo de Golgi, lisossomas, reticulo
endoplasmatico e mitocondrias. Existem muitos protozoarios com importancia em medicina
veterinaria; particularmente no rumen, onde sdo seres comensais ou simbiontes e com enorme
significado na digestdo da celulose, constituindo simultdneamente uma fonte proteica
significativa para os ruminantes. Em geral os protozoarios alimentam-se por pinocitose ou

fagocitose. Os produtos metabdlicos sédo eliminados por difusdo atraveés da sua membrana
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celular. O estadio infectante de alguns protozoarios é denominado de esporozoito, enquanto o
termo trofozoito é dado ao estadio que ocorre ja no interior do hospedeiro, que se alimenta e
se desenvolve até se iniciar a divisdo.

Na maioria dos protozoarios a reproducdo é assexuada, e caso seja exclusiva, ndo possibilita a
partilha de material genético, estando a obtencdo das variagdes necessarias a seleccdo natural
dependentes de mutagdes.

No caso da classe Sporozoa ocorre reproducdo assexuada por merogonia (esquizogonia).
Nesta o trofozoito aumenta de tamanho enquanto o nucleo se divide inUmeras vezes, dando
origem a uma estrutura denominada meronte (esquizonte). Apds amadurecer, cada nucleo
adquire uma parte do citoplasma e deste modo o esquizonte encontra-se preenchido com um
grande numero de organismos alongados chamados de merozoitos. O meronte quando ruptura
liberta varios merozoitos. No entanto, muitos protozoarios no seu ciclo de vida possuem
também uma fase de reproducdo sexuada, a gametogonia, a qual pode ser seguida por uma
fase de maturagéo de vida livre, a esporogonia.

Existem contudo, outros protozoarios, pertencentes ao filo Apicomplexa e a ordem
Eucocciodiorida, da qual fazem parte as familias Eimeriidae e Cryptosporidiidae, que,
dependendo do hospedeiro e do seu estado imunitario, podem causar maior ou menor impacto
na salde dos bovinos (Taylor et al., 2007).

A criptosporidiose, por exemplo, é uma doenca gastrointestinal muito frequente que afecta
tanto animais como seres humanos em todo o mundo (Shahiduzzaman & Daugschies, 2012).
Até a data foram detectadas 26 espécies de Cryptosporidium. A infec¢do é transmitida por
oocistos e adquirida principalmente por via fecal-oral, sendo que em algumas circunstancias a
infeccdo pode ser respiratoria ap6s inalacdo ou aspiracdo (Shirley, Moonah & Kotloff, 2012)
Actualmente a criptosporidiose nos bovinos é considerada uma das principais causas de
diarreia neonatal em vitelos, com desidratacdo progressiva, atrasos de crescimento e possivel
morte (de Graaf, Vanopdenbosch, Ortega-Mora, Abbassi & Peeters, 1999). Pode ocorrer
infeccdo em novilhas e animais adultos, mas nestes casos € normalmente assintomatica
(Santin, Trout & Fayer, 2008). Os bovinos podem ser infectados por 4 espécies:
Cryptosporidium parvum, C. andersoni, C. bovis e C. ryanae. Segundo alguns autores, a
prevaléncia de cada espécie varia com a idade dos animais (Ronald Fayer, 2010); outros
associam-na nao s6 com a idade, como tambem com a distibuicdo geogréafica e as condicGes
de maneio (Silverlas & Blanco-Penedo, 2013). Apesar disto a sua distincdo é apenas possivel
morfologicamente, distinguindo entre oocistos de aspecto esférico e oocistos de maiores
dimensdes e com aspecto ovalado. Para realizar uma diferenciagdo e identificagdo mais

correcta é recomendado basear-se na combinacdo de informacdo bioldgica (caracteristicas
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morfoldgicas, hospedeiro, localizacdo e patogenia associada com o hospedeiro) e a genética
(Jirkd, Valigurova, Koudela, Kiizek & Modry, 2008).

A melhoria das pastagens e o aumento da densidade animal em pastoreio tornam a producgéo
economicamente mais rentavel, contudo podem surgir novos problemas de sanidade, como é
0 caso das coccidioses por Eimeria spp. (Romero, Sanabria, Traveria, Di Paolo & Peralta,
2013). Os animais jovens, particularmente os vitelos das exploragcdes leiteiras, que sdo
alimentados artificialmente e vivem em condig¢des intensivas com elevada densidade animal,
sdo especialmente propensos a padecer desta doenca parasitaria (Sanchez, Romero &
Founroge, 2008). Este tipo de doenca provoca diarreia, por vezes hemorragica, perda de peso
e perdas econdmicas significativas. Actualmente estdo identificadas 13 espécies que infectam
os bovinos (Taylor et al., 2007) e as que mais problemas causam sdo Eimeria zuernii e
Eimeria bovis (Bangoura, Mundt, Schmaschke, Westphal & Daugschies, 2011; Romero et al.,
2013), que se localizam no intestino delgado e E. alabamensis, no cego e célon (Taylor et al.,
2007).

O ciclo biologico destes protozoarios pode ser dividido em trés fases: esporulacdo ou
esporogonia; infeccdo e merogonia (a fase da esquizogonia); e por Gltimo, a gametogonia € a
formacéo de oocistos.

A primeira fase, a esporulagdo, consiste na emissdo para o exterior de oocistos nao
esporulados; que em condicgdes favoraveis de aerdbiose, temperatura proxima dos 27°C e com
elevada humidade, pemitem ao nucleo dividir-se por duas ocasifes e a massa protoplasmatica
inicial transformar-se em quatro corpos de forma conica. Cada um destes corpos adquire uma
forma arredondada originando o esporoblasto, enquanto noutras espécies o protoplasma
remanescente forma o corpo residual do oocisto. Cada esporoblasto segrega uma parede com
material retractil pelo que comeca a definir o chamado esporocisto, enquanto o protoplasma
no seu interior se divide em duas partes em forma de banana que se chamam esporozoitos.

Em algumas espécies o protoplasma remanescente dentro do esporocisto forma o corpo
residual do esporocisto, 0 que pode surgir como uma protuberancia numa das pontas chamado
Corpo de Stieda. O tempo necessario a todas estas transformacbes é varidvel com a
temperatura, mas em condicdes Optimas varia entre 2 a 4 dias. Neste momento 0 oocisto
encontra-se esporulado e é infectante, contendo quatros esporocistos com dois esporozoitos
cada.

A segunda fase, a fase de infeccdo e merogonia, também conhecida como a fase de
reproducédo assexuada, inicia-se apos a ingestdo do oocisto, que atraves da ac¢do mecanica ou

do didxido de carbono liberta os esporocistos e sob a accdo da tripsina e da bilis libertam os
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esporozoitos. Os esporozoitos penetram entdo nas células epiteliais passando a ser chamados
de trofozoitos. Apos alguns dias cada trofozoito divide-se por fissdo mdultipla para formar um
meronte (esquizonte), que por sua vez é constituido por muitos organismos nucleados
alongados, 0os merozoitos. Apos completar a divisdo, o meronte amadurece e rotura libertando
0S merozoitos que invadem as células vizinhas. A merogonia pode ser repetida, e 0 numero de
geragBes de merontes varia entre espécies.

A (ltima fase, a fase de gametogonia e formacdo do oocisto, ou fase sexuada, inicia-se
guando os merozoitos dao origem a gametocitos masculino e feminino. Os factores que
desencadeiam a alteracdo entre merogonia e gametogonia, ainda ndo sdo bem conhecidos. Os
macrogametocitos sdo estadios femininos ainda unicelulares, que aumentam de tamanho para
preencher a célula parasitada. Distinguem-se dos trofozoitos ou dos merontes em
desenvolvimento por possuirem um Unico nudcleo de grandes dimensdes. Os microgametocitos
masculinos dividem-se repetidamente para formar os microgametas que sdo seres com um so
nacleo e com érgdos de locomogdo. Estes sdo libertados por ruptura da célula hospedeira e
apoOs penetrarem 0s macrogametas dao origem ao zigoto através da fusdo de ambos os
nucleos. Apos a formacdo de uma parede quistica a sua volta, o zigoto passa a denominar-se
oocisto. Nao ha qualquer outro desenvolvimento até o ooscisto ndo esporulado ser eliminado

com as fezes (Taylor et al., 2007).

Epidemiologia: Cryptosporidium spp. causam doenca particularmente em individuos com o
sistema imunitario comprometido, podendo ter efeitos devastadores. No entanto, em
individuos saudaveis é uma doenca autolimitante. O estado infectante da doenga é composto
pelos oocistos, 0s quais sdo muito resistentes no meio ambiente e ap6s serem eliminados nas
fezes dos animais infectados, podem infectar outros animais ou reinfectar o mesmo animal
por contacto directo ou através de agua e alimentos contaminados (Shahiduzzaman &
Daugschies, 2012).

No caso das coccidioses por Eimeria spp. as caracteristicas do surto variam com o grau de
contaminacdo do ambiente, com a susceptibilidade individual (Taylor et al., 2007) e também
com situagBes de stress particularmente em animais com menos de um ano de idade. E
também evidente que as condi¢Bes ambientais favoraveis a esporulacdo, sobrevivéncia e
distribuicdo dos oocistos, podem contribuir para que a prevaléncia da doenca seja mais
elevada (Sanchez et al., 2008).
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3.2.2- As consequéncias das alteragdes climaticas
E importante ndo esquecer que as alterac@es climaticas podem influenciar muito a distribuicéo

e a epidemiologia parasitaria actual. Uma vez que os parasitas preferem climas quentes e
himidos, na grande maioria das situacdes, 0 aumento da temperatura global podera ser
responsavel por uma maior proliferacdo das populacfes parasitarias. Estas mudancas poderédo
igualmente favorecer a permanéncia das formas infectantes mais tempo no ambiente,
modificar os padrdes de distribuicdo parasitéria facilitando o contacto entre hospedeiros e
parasitas, inclusivamente com parasitas potencialmente mais patogénicos e estranhos a
determinados locais provocando doencas mais graves porque 0s hospedeiros ndo possuem 0s
recursos defensivos por ndo terem contactado previamente com estes parasitas.

Estes factores possuem uma grande importancia actualmente, e segundo as previsoes, a sua
expressdao no futuro serd cada vez mais significativa, contribuindo ndo s6 para uma
prevaléncia cada vez maior dos parasitas, mas também para uma maior gravidade das doencas

por ele provocadas, sobretudo entre os animais que pastoreiam (Uriarte & Calvete, 2012).

3.2.2-Diagnostico
Para um diagnostico ser valido, os testes devem ser comparados com testes gold standard,

que sdo os que fornecem evidéncia indubitavel de que o animal se encontra infectado com
parasitas. Testes deste tipo podem levar a deteccdo de ovos, larvas ou oocistos parasitarios em
amostras fecais ou a confirmacdo de doencgas por examinagdo post-mortem. Os resultados
destes testes sdo posteriormente comparados com possiveis testes de diagnostico com o
objectivo de determinar limiares de varidveis e assim garantir a maxima sensibilidade e
especificidade de cada teste de diagndstico (Sekiya, Zintl & Doherty, 2013).

O diagnostico parasitario pode ser realizado mediante a observacdo dos sinais clinicos e em
caso de ddvida ou na auséncia de sinais clinicos, recorrendo a diversas técnicas de
diagnostico: a contagem de ovos ou oocistos por grama de fezes (OPG); a determinacdo dos
niveis de gastrina ou de pepsinogénio no soro; medicdo dos niveis de anticorpos ou antigénios
especificos parasitarios; procura de larvas directamente nas fezes e a realizacéo de esfregacos
fecais. Os exames post mortem para a observacao de parasitas adultos ou lesdes nos animais,
também podem fornecer informagdes muito Uteis.

O diagnostico correcto € entdo essencial para um controlo rapido e eficaz da doenca, uma vez
que nos pode dar informacdo da necessidade ou ndo de desparasitar, bem como qual o

farmaco mais indicado para cada situacao especifica.
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3.2.2.1-Diagnostico in vivo dos Helmintes
Ovos por grama de fezes (OPG)
A contagem de OPG é o método de diagndstico mais comum nas infecgdes por nematodes
gastrointestinais. E um método econdmico, de facil execucdo, ndo requer material muito
especializado, ¢é facilmente praticavel em qualquer laboratorio de campo, necessitando apenas
de um técnico familiarizado com o microscépio (Mejia et al., 2011). Esta técnica permite
estimar os niveis de contaminacdo com ovos de helmintes, avaliar a eficcia dos
antihelminticos (Nicholls & Obendorf, 1994), determinar o valor reprodutivo quando se
pretende seleccionar para uma populacdo resistente aos parasitas (Woolaston, 1992) e
fornecer informagdes para orientar o tratamento e o controlo (Knox et al., 2012). Contudo as
contagens de ovos por grama nao estdo bem correlacionadas com o nivel de infeccdo
parasitaria (Vercruysse & Claerebout, 2001), e também ndo permitem um diagndstico
parasitario especifico entre parasitas com importancia socioeconémica distinta. Exceptuando
0s ovos de Nematodirus spp., de Strongyloides spp. e Trichuris spp. no caso dos nematodes;
o0s de Fasciola hepatica e Paramphistomum spp. nos trematodes, 0s de cestodes e 0s oocistos
gue possuem uma morfologia distinta, o diagndéstico diferencial entre os diferentes ovos ou
entre oocistos pode ser muito complicado ao microcopio éptico (Zajac & Conboy, 2012).
Além disso as contagens de OPG apenas fornecem informacéo no periodo patente de infeccao
e ndo no pré-patente, carecendo também de informagdo sobre os machos ou larvas imaturas
ou em hipobiose que podem estar presentes. Para além disso os resultados podem ser
influenciados por variacdes na excrecdo de ovos pelos parasitas adultos (Villanta, Pérez-
Rodriguez, Gortazar, Hofle & Vifiuela, 2006), por razdes relacionadas com a sua idade, ou
por caracteristicas relacionadas com o hospedeiro, tais como imunidade, sexo e idade.
As contagens de OPG em bovinos sdo frequentemente reduzidas e requerem métodos de
flutuacdo mais sensiveis que nos pequenos ruminantes (Mes et al., 2001). Sao realizadas para
identificar e avaliar o nivel da infeccdo, contudo neste teste existem muitos falsos negativos
com elevada variabilidade entre testes consecutivos e geralmente o nivel de infeccdo é sub
estimado (Gross, Ryan, & Ploeger, 1999; Agneessens, Claerebout, Dorny, Borgsteede &
Vercruysse, 2000; Borgsteede, Tibben, Cornelissen, Agneessens & Gaasenbeek, 2000).

Coprocultura

A coprocultura consiste em incubar as amostras fecais contendo ovos de nematodes
permitindo que eclodam as L1 e se desenvolvam posteriormente para L2 e finalmente L3, as
quais serdo examinadas ao microcopio Optico e identificadas com base em critérios

morfologicos e morfométricos (Roeber et al., 2013).
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Diversos estudos referem que as necessidades em termos ambientais e ecologicas, de
temperatura e humidade relativa, para o desenvolvimento larvar adequado sdo varidveis
consoante a espécie de nematode gastrointestinal, e desta forma determinado protocolo pode
favorecer o crescimento de uma espécie sobre outras (Dobson, Barnes, Birclijin & Gill, 1992).
Assim a coprocultura e posterior identificacio ndo € um bom método para estimar as
proporcdes exactas de cada espécie em animais com infecgdes mistas, sendo apenas indicador
das espécies que estdo presentes (Berrie, East, Bourne & Bremner, 1988). A variabilidade nos
resultados das coproculturas pode ser atribuida a variacbes no meio de cultura tais como o
nivel de humidade, pH e oxigénio (Hubert & Kerboeuf, 1984). Além das diferencas anteriores
a identificacdo das larvas é igualmenete desafiante, baseando-se a diferenciacdo das larvas em
critérios morfoldgicos e morfométricos, como a extensdo da bainha da cauda, o tamanho do
corpo, a forma da cabeca ou o nimero de células intestinais (Dikmans & Andrews, 1933;
McMurtry, Donaghy, Vlassoff & Douch, 2000; van Wyk, Cabaret & Michael, 2004). Este
método juntamente com a identificacdo das larvas que sdo encontradas em fezes frescas, séo
métodos ante-mortem mais facilmente acessiveis pelo parasitologista para identificacdo do
género larvar que infecta os animais. O diagnéstico do género da larva L3 é muito importante
para compreender a importancia da infeccdo e poder conduzir a um tratamento anti-
helmintico eficaz, uma vez que existe uma grande variedade de patogenicidades entre os

diferentes nematodes (van Wyk et al., 2004).

Técnica de Baermann

O método de Baermann é a técnica coproldgica mais usada no diagndstico de infeccbes por
parasitas traqueobrdénquicos, nomeadamente Dyctiocaulus viviparus e nematodes de familia
Protostrongylidae; quando a técnica é correctamente efectuada é um diagnostico bastante
sensivel apos 3 a 4 semanas do estabelecimento da infeccdo (Eysker, 1997). Esta técnica é ndo
invasiva e consiste na colocacdo de uma pequena quantidade de fezes num copo conico com
agua tépida. Estes pormenores sdo importantes porque aproveitam o hidro e termotropismo
das larvas, estimulando o seu movimento para o exterior da massa fecal, que por accéo da
gravidade, depositam-se e concentram-se no fundo do copo, onde posteriormente podem ser
recolhidas e observadas ao microscopio 6ptico (Alho, Nabais & Madeira de Carvalho, 2013).
A sensibilidade do teste depende da fecundidade das larvas e como estas sdo diluidas nas
fezes depende também da quantidade de fezes que os animais produzem, que sabemos que
pode variar com a idade dos animais. No entanto, nem todos os animais infectados excretam
larvas e por isso € importante que o numero de amostras recolhidas seja 0 maior possivel,

principalmente em animais adultos (Vercruysse & Claerebout, 2001).
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Métodos imunoldgicos

H& dois tipos de testes imunoldgicos: os métodos directos que detectam o antigénio do
parasita infectante, e os métodos indirectos que detectam a resposta imunitaria do animal

infectado.

Deteccdo imunoldgica directa

Os métodos imunologicos directos dao-nos informacéo directa da infeccdo e podem ser
baseados na deteccdo de antigénios presentes na circulacdo e/ou nas secrecdes dos animais
infectados. No entanto, estes testes ndo sdo faceis de elaborar podendo mesmo ser muito
desafiantes. Porque o0s extractos parasitarios possuem uma composi¢cdo complexa, com
moléculas que sdo comuns em muitos parasitas, principalmente em nematodes, surgem
frequentemente reaccdes cruzadas (Eysker & Ploeger, 2000). A possivel presenca de materiais
do hospedeiro associados ao parasita representam outro desafio, ao dificultarem a purificagcéo
do antigénio e poderem assim interferir com a especificidade do ensaio diagnostico. Outra
limitacdo do diagndstico imunoldgico é o estadio de desenvolvimento do parasita poder
influenciar de alguma forma os seus resultados, pois durante o seu desenvolvimento 0s
parasitas experimentam varias modificacfes bioquimicas, sendo diferente a composicao
antigénica dos estadios larvares dos adultos (Williams & Soulsby, 1970) o que pode alterar a
sensibilidade e a especificidade do diagndstico.

O coproantigénio, € um diagnostico imunolédgico que quantifica os antigénios parasitarios
excretados nas fezes do hospedeiro (Johnson, Behnke & Coles, 1996). Foi pensada para a
deteccdo dos antigénios parasitarios nas fezes do hospedeiro e para a detec¢do das infeccBes
no periodo pré-patente. No entanto, apesar de em condi¢cdes experimentais se ter revelado
uma técnica promissora, foram reportadas pelos mesmos autores reac¢des cruzadas, perda de
antigénios nas fezes e a existéncia de determinados componentes fecais que interferem com a

reaccao.

Métodos imunoldgicos indirectos

Sdo frequentemente baseados na deteccdo de anticorpos antiparasitarios ou respostas
imunitarias mediadas por células dos hospedeiros infectados.

Existe uma grande variedade de métodos para o diagndstico de infeccbes por nematodes,
sendo a fixacdo de complemento, a hemaglutinacdo indirecta e Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), os mais comuns. Principalmente frente ao nematode

gastrointestinal Ostertagia ostertagi € considerado o metodo de diagnostico com maior
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utilidade em vacas leiteiras adultas (Vercruysse & Claerebout, 2001) pelo que nesta
dissertacdo ser-lhe-& dedicada uma maior atengao.

Os anticorpos de O. ostertagi quando medidos no soro, leite individual ou no leite do tanque
demonstraram uma correlacdo significativa entre si e negativa com a producdo de leite
(Kloosterman, Verhoeff, Ploeger & Lam, 1993), o que veio facilitar e expandir o uso desta
técnica, pois a amostragem do leite do tanque é mais barata e de mais facil execucéo (Charlier
et al., 2010).

Apesar da falta de padronizacao e de especificidade da maioria dos ELISAs usados, a maioria
dos laboratorios usa como antigénios extractos de nematodes em bruto (Keus, Kloosterman,
& Van den Brink, 1981). Enquanto uns testes usam titulos para demonstrar os niveis de
anticorpos, outros usam densidades Opticas (OD).

Como ja foi dito anteriormente, a resposta imunitaria nas vacas a infeccdo pode ser medida
tanto no soro sanguineo como no leite, contudo os anticorpos aparecem primeiro no soro do
que no leite e a concentra¢do dos anticorpos no soro é cerca de 30 vezes superior a do leite
(Butler, 1983). Os testes de ELISA tanto podem ser efectuados em amostras de leite
individuais como do leite do tanque, contudo ha diferencas significativas na interpretacdo dos
resultados. O factor de maneio que mais afecta o nivel de anticorpos no leite é o grau de
acesso gue os animais tém a pastagem (Charlier, Claerebout, Duchateau & Vercruysse, 2005a;
Sanchez et al., 2005; Forbes, Vercruysse & Charlier, 2008; Almeria, Adelantado, Charlier,
Claerebout & Bach, 2009; Vanderstichel, Dohoo, Sanchez, & Conboy, 2012). Ou seja, em
situacBes em que ndo existe pastoreio 0s animais tém baixas concentra¢fes de anticorpos, mas
quando existe acesso as pastagens e mais tempo dispendido em pastoreio, as concentracdes de
anticorpos sdo mais elevadas. Vacadas em produgdo em regime extensivo e com menor
densidade animal e menor nimero de animais em producdo, possuem maiores niveis de
anticorpos no leite (Forbes et al., 2008; Almeria et al., 2009; Bennema et al., 2010; H6glund
etal., 2010).

As respostas dos hospedeiros as infec¢bes parasitarias sdo variaveis e 0s niveis de anticorpos
no leite sdo influenciados pela producéo leiteira, estacdo do ano, mamites, o0 nimero de partos
da vaca, os dias em leite e a constituicdo genética (Kloosterman et al., 1993; Sanchez et al.,
2004a), como tal os resultados em amostras colhidas em diferentes intervalos de tempo,
podem apresentar uma grande variabilidade, que dependerd do numero de partos, da
quantidade de vacas em producdo (efeito de diluicdo) e da quantidade relativa de leite
produzida (Pritchard, 2001). Os factores climaticos, como a época de chuva, a temperatura e o
indice vegetativo afectam os niveis de anticorpos no leite, contudo é evidente que num

determinado bidtopo o maneio tem maior influéncia do que os proprios factores ambientais
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(Vanderstichel et al., 2012). As amostras do tanque do leite s&o um pool de amostras e
representam todos os animais em lactagdo que contribuem para o tanque. A desparasitacéo de
todas as vacas na exploragdo ou apenas das vacas em producdo no periodo do parto provoca
uma diminuicdo na quantidade de anticorpos detectado por ELISA no tanque do leite
(Vanderstichel et al., 2012). Contudo nem todos os animais tém a mesma resposta.

Os resultados de ELISA no leite do tanque permitem determinar limiares que afectam a
produtividade uma vez que fornecem indicacdes importantes de infecgdes subclinicas e o
estado de infeccdo da manada (Charlier, Duchateau, Claerebout & Vercruysse, 2007). E no
entanto importante referir, que um teste de ELISA negativo no leite do tanque nao significa de
forma imediata que os animais da exploragdo estdo livres de determinada infeccdo parasitaria.
Como em qualquer teste de ELISA existe um limiar de concentracdo de anticorpos que devem
ser alcancados antes de serem dados como positivos. Intuitivamente pode pensar-se que
guanto menor for o valor de OD no tanque do leite, menor sera o numero de animais
infectados que contribuem com anticorpos para o pool da amostra. Contudo correlacionar
percentagens de animais infectados com o nivel de OD no tanque do leite, a que se da o nome
de prevaléncia dentro da manada, deve ser feito de forma prudente (Sekiya et al., 2013). O
valor minimo de prevaléncia na manada da um limiar a partir do qual ha um resultado
positivo. Existem muitas formas de calcular a prevaléncia na manada, sendo a mais comum a
que o faz através do célculo da percentagem de animais seropositivos que contribuem para o
pool e correlacionar este valor com o valor do tanque do leite aplicando analises de regressao
linear (Reichel, Vanhoff & Baxter, 2005). Contudo a técnica efectuada no leite do tanque
fornece uma ideia global da carga parasitaria de toda a manada. A sua andlise periddica (4
vezes por ano) pode demonstrar tendéncias e variagfes sazonais no estudo da doenca,
podendo constituir uma ferramenta muito Gtil, quer na medicdo da intensidade relativa como
no estudo da prevaléncia de determinados parasitas na manada (Charlier et al., 2007).

A deteccdo de anticorpos no soro é muito Gtil em estudos epidemioldgicos quando o
diagndstico é realizado em animais individualmente, no entanto apresenta reduzida
especificidade, principalmente em regides endémicas (Doenhoff, Chiodini & Hamilton,
2004).

Tanto o ELISA do leite como do soro, apresentam 0s mesmos inconvenientes: existem atrasos
entre o estabelecimento da infeccdo e a detecgdo dos anticorpos, e/ou um periodo de atraso
entre a eliminacdo do parasita e a correspondente diminuicdo do titulo de anticorpos, que é
influenciado pelo tratamento, re-infeccdo ou pela resposta imunitaria do hospedeiro e

eliminacdo do parasita (Sekiya et al., 2013).
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Muitos testes de ELISA tém sido desenvolvidos para quantificar as infecgdes por nematodes
em bovinos e relacioné-las com perdas na producéo leiteira através de resultados de ELISA
individual (Sanchez et al., 2002a; Sanchez, Dohoo, Markham, Leslie & Conboy, 2002b;
Charlier et al., 2010) ou do leite do tanque (Sithole, Dohoo, Markham & Sanchez, 2005g;
Sithole, Dohoo, Leslie, et al., 2005b; Charlier et al., 2007). A técnica mais recente é através
de um kit de ELISA comercial, Svanovir® disponivel na Europa (Charlier et al., 2005a;
Forbes et al., 2008; Almeria et al., 2009), que fornece resultados usualmente padronizados
com amostras de controlo e descritos em racios de densidade oOptica (ODRs) de modo a
reduzir as variacOes entre placas. Um estudo na Suécia revelou que a média de ODR era
menor no tanque do leite que no soro sanguineo, mas superior as amostras de leite de animais
individuais (Blanco-Penedo, Hoglund, Fall & Emanuelson, 2012). Um estudo na Normandia,
também comprovou que os ODR no tanque do leite sdo superiores a média das amostras
individuais de leite (Charlier et al., 2007) provavelmente devido a contribuicdo para o leite do
tanque de animais com titulos de anticorpos muito elevados, ou ainda a existéncia de
possiveis reac¢bes cruzadas com outros helmintes bovinos, nomeadamente Cooperia
oncophora e Fasciola hepatica (Blanco-Penedo et al., 2012).

O ELISA no tanque do leite pode ser uma ferramenta para o clinico de campo para um melhor
programa de sanidade animal ou num contexto de investigacdo, constituindo também uma
importante ferramenta de vigilancia epidemiol6gica a nivel regional e nacional, contudo os
resultados devem ser interpretados dentro do contexto do maneio sanitario da manada, do
padrdo de producéo leiteira e do ciclo de vida do parasita (Sekiya et al., 2013).

Muitos testes imunoldgicos foram descritos para o diagnostico de D. viviparus, tais como o
teste de fixacdo de complemento (Cornwell, 1960), a hemaglutinacdo indirecta (Bokhout,
Boon & Hendriks, 1979) e o teste ELISA (de Leeuw & Cornelissen, 1993). O diagnostico de
infeccdes por D. viviparus, através do teste de ELISA de uma amostra do tanque do leite, é
uma ferramenta Util apenas se a manada se encontrar muito infectada ou em ocasides de surtos
moderados a severos. Num estudo realizado numa regido endémica para parasitas pulmonares
(Ploeger et al., 2012), concluiu-se que era necessario que pelo menos 30% dos animais da
manada estivessem infectados para que fossem detectados anticorpos no leite do tanque acima
do nivel de cut-off. Percebeu-se também que os resultados dos anticorpos no leite do tanque
reflectiam a proporgdo de animais na manada que apresentavam sinais clinicos, tosse e
aumento da frequéncia respiratoria. Considera-se um teste Util na investigagcdo de surtos de
doenca respiratoria em animais adultos, mas que exige investigacdo futura para poder ser
usado na pratica clinica e por forma a detectar infeccdes moderadas e subclinicas, e constituir

uma ferramenta na prevencao de doenca (Sekiya et al., 2013).
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No caso de Dictyocaulus viviparus ainda ndo existem estudos que relacionem os diferentes
tipos de maneio com os resultados de ELISA obtidos no leite do tanque. Existindo apenas um
estudo na Suécia que revelou maior nimero de anticorpos no tanque do leite de uma
exploracdo de producdo biolégica comparativamente a uma exploragdo convencional. O que
distingue estes dois tipos de producao € o uso profilactico de anti-helminticos na exploragédo
convencional e a sua proibi¢do na exploragdo de producédo bioldgica, sem ter sido avaliado o
tempo passado na pastagem (Hoglund et al., 2010).

No caso do parasita Fasciola hepatica, varios tipos de ELISA foram desenvolvidos para
deteccdo da infeccdo através do leite do tanque e do soro sanguineo, possuindo em ambos 0s
casos uma elevada sensibilidade e especificidade. Este teste constitui uma boa ferramenta para
estudos de impacto econémico através da relacdo dos seus resultados de ELISA com
indicadores produtivos (Sekiya et al., 2013).

Uma limitacdo do uso do leite do tanque é que a informacédo obtida € apenas das vacas em

lactacdo, ignorando vitelos, novilhas e vacas no periodo seco.

Métodos bioquimicos

Os métodos bioguimicos possuem a desvantagem de necessitar de material mais sofisticado
exigindo o envio das amostras para laboratdrios centrais, tornando-os mais caros (Mejia et al.,

2011). Sdo exemplos destes métodos a deteccdo de gastrina e de pepsinogénio.

Deteccdo de gastrina

A gastrina € uma hormona produzida pelas células G no estdbmago, que estimula as células
parietais a excretar acido cloridrico, a produzir pepsinogénio, a aumentar a motilidade do
estdmago e a circulacdo sanguinea neste 6rgdo. A producdo desta hormona é influenciada por
diversos factores, tais como: a presenca de nematodes estrongilideos, a dieta, a lactacdo,
presenca de lesdes abomasais e de outros parasitas. No entanto, num contexto experimental de
vitelos livres de infeccdo provou-se ser necessaria a inoculacdo de grandes doses de parasitas
para induzir um aumento significativo da concentracdo sanguinea desta hormona (Berghen,

Hilderson, Vercruysse & Dorny, 1993).

Deteccdo de pepsinogénio

O pepsinogénio é uma pro-enzima produzida pelas células principais do fundo gastrico, que
necessita do acido cloridrico para ser convertida na sua forma activa, a pepsina. Quando as
glandulas géstricas se encontram parasitadas, a producdo de acido cloridrico fica

comprometida e a mucosa gastrica e lesada. Este aumento do pH abomasal limita a converséo
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do pepsinogénio na sua forma activa, que juntamente com as alteracfes da permeabilidade da
mucosa gastrica Sdo responsaveis por um excesso de pepsinogénio na corrente sanguinea
(Taylor et al., 2007). Em 1993, Berghen et al., recomendaram a medicdo de pepsinogenio no
soro como teste especifico para a ostertagiose, apesar de se tratar de um teste laborioso e de
reduzida padronizacéo entre os diferentes laboratorios. Estudos mais recentes (Agneessens et
al., 2000; Borgsteede et al., 2000), reforcaram a sua utilidade principalmente como forma de
quantificacdo do nivel de parasitismo em animais que pastam pela primeira vez, permitindo a
distincdo entre parasitoses subclinicas sem efeito na producéo, das que afectam o crescimento
médio diario de vitelos (Vercruysse & Claerebout, 2001). No entanto, em animais adultos a
sua especificidade é menor (Agneessens et al., 2000; Borgsteede et al., 2000), pelo facto do
nivel de pepsinogénio ser influenciado por outro tipo de lesdes da mucosa abomasal
(Simpson, 2000) e possivelmente devido a existéncia de uma reaccao de hipersensibilidade as
larvas infectante L3, o que néo significa que estas atinjam o estadio adulto. E possivel, no

entanto, sobrestimar a carga parasitaria de nematodes adultos.

Métodos de diagndstico através do Acido desoxirribonucleico (ADN)

Os metodos convencionais de diagnostico em parasitologia sdo pouco sensiveis e/ou
especificos, sendo muitas vezes caros e laboriosos. No entanto, as tecnologias com ADN
permitiram o desenvolvimento de métodos de diagnostico que vieram colmatar 0s anteriores
problemas, trazendo novos conhecimentos nas areas de epidemiologia, biologia e ecologia
parasitaria, além das valiosas aplica¢fes no diagndstico, tratamento e controlo das doencas.

Os métodos de amplificacdo enzimatica dos acidos nucleicos, como o Polimerase Chain
Reaction (PCR), podem ajudar a superar as limita¢cbes dos métodos tradicionais e ser muito
Gteis na identificacdo do parasita, deteccdo da infec¢do ou na anélise de eventuais variagoes
genéticas, cada vez mais relevantes devidas as crescentes resisténcias dos parasitas aos

farmacos existentes (Gasser, 2006).

3.2.2.2-Diagnostico Post-mortem dos Helmintes
Este tipo de diagnostico é utilizado para determinar a intensidade de infecgdo do hospedeiro,
sendo bastante Gtil em estudos epidemioldgicos e de eficacia do tratamento antihelmintico
preconizado (Roeber et al., 2013). Esta técnica compreende a abertura e a lavagem de partes
do tubo digestivo e/ou pulmonar e 0 exame das amostras para se estimar a intensidade de
infeccdo. Existem diversas técnicas para executar este tipo de exame, que variam em alguns
aspectos como: a contagem de parasitas; a imersdo ou ndo dos 6rgdos em agua ou solucéo

salina para obtencdo das formas imaturas; na propor¢cdo de volume total examinado e/ou
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numero de aliquotas; comprimento da seccéo intestinal examinada e a dimensdo do crivo

utilizado nas lavagens para separacédo dos parasitas de outros fragmentos (Taylor et al., 2007).

3.2.2.3-Diagnostico dos protozoarios
A observacdo ao microscopio Optico continua a ser o diagndstico gold standard para a
maioria das infeccGes por protozoarios nos animais, no entanto a sua identificagdo especifica
requer uma pessoa experiente e qualificada.
A deteccdo de anticorpos ou antigénios especificos tem sido desenvolvida, mas geralmente
carece de sensibilidade e de especificidade devida a uma relagdo muito proxima entre os
diferentes protozoarios. No caso dos protozoarios gastrointestinais, o esfregaco fecal directo
com ou sem coloracdo constitui a técnica mais simples. A grande limitacdo dos esfregacos € a
sua falta de sensibilidade, quer devido ao reduzido tamanho dos oocistos, quer devida a sua
fraca abundancia, em determinadas amostras. No entanto a adi¢cdo de corante pode aumentar
esta sensibilidade (de Waal, 2012).
O diagndstico de Cryptosporidium spp. era feito inicialmente através da pesquisa de oocistos
em cortes histoldgicos. Mais tarde, foram investigados diferentes métodos de coloracdo dos
esfregacos fecais usando técnicas laboratoriais comuns e descobriu-se a vantagem das
técnicas de acidificacdo rapida que permitiam diferenciar coloracfes distintas. A técnica de
Ziehl-Neelsen foi a primeira técnica de coloracdo a ser utilizada e é baseada no principio de
gue os oocistos podem ser corados com fucsina e reter o corante apds o procedimento de
descoloracdo com alcool. Posteriormente foram desenvolvidos outros métodos de coloragéo,
apresentando todos baixa sensibilidade (de Waal, 2012), que é ainda influenciada pelo tempo
e as condicbes de armazenamento das amostras (Kuhnert-Paul, Bangoura, Dittmar,
Daugschies & Schmaéschke, 2012).
O aparecimento da fluorescéncia associada aos anticorpos monoclonais dirigidos contra a
parede dos oocistos de Cryptosporidium spp. demonstrou aumentar a sensibilidade e
especificidade dos métodos de coloracdo (Jex et al., 2008). Os métodos para detecgdo de
antigénios através da técnica de ELISA em amostras fecais foram também desenvolvidos e
encontram-se disponiveis no mercado, contudo apresentam resultados variaveis e muitas
vezes com sensibilidade inferior as técnicas microscopicas habitualmente realizadas
(Johnston, Ballard, Beach, Causer & Wilkins, 2003).
Para além dos métodos de diagnostico de infeccdo, existem outros que permitem a
caracterizagdo molecular de Cryptosporidium spp., tais como o PCR e o Fluorescent in situ
Hybridization (FISH) (Kader et al., 2012), sendo no entanto técnicas muito laboriosas e caras

pelo que nédo séo praticaveis no diagnostico de rotina.
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No caso dos oocistos do genero Eimeria, o diagnostico baseia-se na sua identificacdo ao
microscopio apds concentragdo em meio de sal ou agucar. A identificacdo da espécie é
baseada em caracteristicas morfolégicas e morfométricas dos oocistos esporulados. No
entanto é uma técnica que exige alguma experiéncia para a sua execucdo (de Waal, 2012).
Foram desenvolvidos métodos de PCR para detectar Eimeria spp. (Haug, Thebo & Mattsson,

2007) ou inclusive para a sua caracterizacdo (Woods et al., 2000).

3.3-Tratamento, prevencao e controlo parasitario

O controlo parasitario é presentemente de grande importancia econdmica, apesar das
parasitoses clinicas serem cada vez menos frequentes e evidentes, pois é associada as
parasitoses subclinicas a responsabilidade de ndo ser atingido o nivel “6ptimo” produtivo.
Assim acredita-se que existe um acréscimo da producdo apds a eliminacdo destes parasitas e
consequentemente a possibilidade de melhoria econdmica que advém destas novas receitas,
sem nunca descurar a existéncia de outros aspectos que também afectam o nivel produtivo.

Deste modo o baixo nivel de infeccdo, associado a baixa sensibilidade da maioria das técnicas
diagnosticas existentes, tem dificultado ndo s6 a determinacao de um limiar a partir do qual se
justifica o controlo parasitario, como também possibilita a investigacdo de muitas formas
alternativas de controlo. Assim, o controlo parasitario constitui um desafio enorme e
permanente em qualquer exploracéo, combinando conhecimentos e estratégias diversas que se
estendem actualmente além da terapéutica farmacoldgica, que foi durante muitos anos a

principal ou a unica forma de controlo.

3.3.1-Controlo farmacoldgico
O controlo dos parasitas assenta tipicamente no controlo farmacoldgico, com excepcao das

exploragGes organicas. Em termos de classes principais existem poucos grupos de farmacos,
embora com diferencas em inumeros aspectos: espectro de actividade, duracdo e
especificidade da actividade parasiticida, dosagens e recomendacdes, intervalos de seguranca
(IS) para o leite e carne (Tabela 5). Muitos dos compostos ja sdo antigos e nao se encontram
protegidos por patentes, sendo permitidos no mercado muitos farmacos genéricos que incluem
estes principios activos mais comuns. Considera-se um medicamento veterinario genérico o
“medicamento veterinario com a mesma composi¢do qualitativa e quantitativa em substancias
activas, a mesma forma farmacéutica e cuja bioequivaléncia com o medicamento veterinario
de referéncia tenha sido demonstrada por estudos de bioequivaléncia apropriados” (Diério da

Republica, 1.2 série — N.° 145 — 29 de Julho de 2008, artigo 3°, decreto de lei 148-2008),
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deste modo muitas das vezes ndo sdo exigidos os resultados de “ensaios de segurancga, ¢ dos
estudos de residuos nem dos ensaios pré-clinicos ou clinicos” (Diério da Republica, 1.2 série
— N.° 145 — 29 de Julho de 2008, artigo 8°, decreto de lei 148-2008). Assim, a utilizacdo de
um medicamento veterinario genérico como substituto de medicamentos semelhantes deve ser

feita com prudéncia, aplicando-se esta regra igualmente aos parasiticidas.

Tabela 5- Anti-helmiinticos para bovinos. Adaptado de APIFARMA, (2013) e SIMPOSIUMVET.PT,

(2014).

Principio activo

Nome do

Espectro de

Administragéo

IS (Carne, leite)

medicamento actividade

Benzimidazdis

Albendazol* Albendavet® 109" NGI, NP, Céstodes, Oral* Carne: 14 dias, leite: 4 dias*
Valben® 2,5%* fasciolas*, Carne: 12 dias, leite: 3 dias*

Febendazol*

Oxfendazol*

Lactonas Macrociclicas
Doramectina®

Eprinomectina®

Ivermectina®

Ivermectina+Clorsulon® 2

Moxidectina®

Outros/Fasciolicidas
Closantel*

Nitroxinil*

Moxidectina+Triclabendazol?

Panacur® 10%"

Systamex®*

Dectomax® pour on*

Dectomax® solugo
injectavel a 1%

Eprinex®

Chanectin® 0,5%*
Virbamec® pour on*
Ecomectin® 0,5%*

Ecomectin® 10mg/ml*

Ivertin® 10mg/ml*
Ivomec® 10mg/ml*
Maximec® 1%
Vectimax® 10mg/ml*
Virbamec®
Clovertin Plus®

Ivomec F®!

Virbamec F®!

Alverin Plus® 2
Cydectin® 1% solugio

injectavel

Cydectin®0,5% solugéo

pour on*

Flukiver® 50"

Dovenix®

Cydectin Triclamox® pour

on?

NGI, NP, Céstodes’ Oral/No

alimento/bolus®

NGI, NP, Céstodes Oral/bolus®
(propriedades
ovicidas) *
NGI, NP, Pour-on*

Ectoparasitas®

Injecgéo s/c*

NGI, NP, Pour-on*
Ectoparasitas®
NGI, NP, Pour-on*

Ectoparasitas®

Injecgdo s/c*

NGI, NP, Injeccéo s/c*?
Ectoparasitas,

Fasciola®?

NGI, NP, Injecgdo s/c*

Ectoparasitas®

Pour on*

Fasciola, alguns Injecgéo s/c*
NGIs, Hipoderma*,*
Fasciola, alguns

NGIs!

Injecgéo s/c*

Fasciola, alguns Pour on?

NGls, NP?

Carne e leite: 0 dias*

Carne:8 dias, leite: 60 horas®

N&o usar em vacas leiteiras
Carne: 35 dias

Nao usar em vacas leiteiras®
Carne: 42 dias'

Carne: 15 dias, Leite: 0 dias®

Nao usar em vacas leiteiras®.
Carne: 28 dias®

N&o usar em vacas leiteiras.
Carne: 31 dias

N&o usar em vacas leiteiras
Carne: 42 dias

Nao usar em vacas leiteiras®

Carne: 49 dias®

Carne;: 21 dias, Leite: 28 dias®
Néo administrar a vacas leiteiras® 2.
Carne: 66 dias" 2

N&do usar o produto em vacas que
produzam leite para o consumo humano'.
Carne: 65dias*
Ndo usar o produto em vacas que
produzam leite para o consumo humano'.
Carne: 14 dias'

Nao usar em vacas leiteiras®.
Carne: 28 dias'

Nao usar em vacas leiteiras’.
Carne: 60 dias'

Nao usar em vacas leiteiras?.
Carne: 143 dias?

I1S: intervalo de seguranca, NGI: nemétodes gastrointestinais, NP: nematodes pulmonares, *em dosagens mais elevadas que para as outras espécies.
LAPIFARMA (2013) e 2SIMPOSIUMVET.PT (2014)
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Existem trés aspectos muito importantes a ter em consideracdo quando se aplica um
tratamento antihelmintico em vacas adultas: o efeito imprevisivel da resposta ao tratamento, o
tempo do tratamento e o risco de se desenvolverem resisténcias aos antihelminticos (Charlier,
Hoglund, von Samson-Himmelstjerna, Dorny & Vercruysse, 2009). Assim, e de acordo com
estes aspectos, existem varios metodos de como estes produtos podem ser usados no
tratamento e controlo dos parasitas, tais como: estratégico, tactico, terapéutico e tratamento
alvo de forma selectiva (em inglés, targeted selective treatment, TST).

Estratégico: Sado desenhados para aplicar doses terapéuticas de antihelminticos quando os

parasitas estdo em maior quantidade nas pastagens contaminadas. A altura é definida com
base na sazonalidade do ciclo do parasita, de acordo com o maneio dos animais e da
pastagem, de acordo com o efeito geografico e o tipo de produgdo. O plano deve ser entéo
adequado em funcao das necessidades da regido, do produtor e da operacdo (Corwin, 1997).
O tratamento dos animais € efectuado de acordo com a epidemiologia parasitaria (Charlier et
al., 2009) e perfil do produto. Este tipo de tratamento é administrado antes dos animais
exibirem sinais clinicos e, caso estejam infectados, quando a carga parasitaria ainda é
reduzida. Tratamentos deste tipo contrariam a elevada probabilidade da populagéo parasitaria
crescer até niveis significativos. Apesar de parecer contra intuitivo desparasitar animais que
ndo se encontram infectados de forma evidente, este tipo de abordagem consegue atingir um
nivel de controlo éptimo sem exigir muitas intervencgdes subsequentes. Constituem exemplos
deste tipo, o controlo dos nematodes gastrointestinais, direccionado para os vitelos jovens que
pastoreiam pela primeira vez (VPPV), em inglés first season calves (FSC), por serem 0s
animais mais susceptiveis de desenvolver a doenca; nas regides onde existe um periodo de
estabulacdo, os tratamentos devem ser efectuados no inicio da época de pastoreio, para
prevenir a recirculacdo da infeccdo a partir das larvas que sobreviveram durante o inverno e se
encontram na pastagem desde a época de pastoreio anterior (Charlier et al., 2009).

Téctico: E feita a monitorizacdo da infec¢do, sendo administrado o tratamento somente
quando se atingem determinados limiares. Embora o conhecimento epidemioldgico permita
orientar e escolher o melhor periodo para ser realizada a monitorizag&o, esta abordagem néo é
tdo eficaz como a anterior no controlo da populagdo parasitaria num periodo alargado de
tempo. No entanto, € muito importante para um controlo parasitario integrado e no controlo
das resisténcias aos antiparasitarios. Pode também ser Gtil quando as condi¢fes geo-climaticas
fagcam pressupor o recrudescimento do parasitismo devido & melhoria das condi¢des para 0
seu desenvolvimento (por exemplo, ap6és uma chuvada, a transmissdo de EGI e de Fasciola

hepatica esta mais facilitada).
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Terapéutico: Esta relacionado com a abordagem tactica, no entanto este tratamento &
dirigido apenas a animais que apresentam sinais clinicos. N&o sdo abordagens ideais uma vez
que existem perdas econdmicas relacionadas com perdas produtivas nos animais, para além de
0s animais sofrerem ainda com os efeitos da doenca clinica (Vercruysse & Claerebout, 2001).
No entanto, é uma practica cada vez mais frequente como consequéncia da reducdo do
namero de tratamentos por questdes econdmicas ou em exploracdes de caracter bioldgico.

TST: E um tipo de tratamento direccionado apenas aos animais da exploragio que sdo mais
passiveis de poder melhorar com o tratamento e com niveis de OPG mais elevados (Jackson
& Miller, 2006), permitindo a manutencdo da populacdo de refigio, um uso racional dos

antiheminticos e prevenindo o aparecimento de resisténcias (ver adiante).

Como anteriormente foi referido os antihelminticos sdo cada vez mais usados com o objectivo
de melhorar os rendimentos e ndo como tratamento de animais clinicamente afectados
(Vercruysse & Claerebout, 2001). S&o poucos os antihelminticos registados que podem ser
usados em vacas leiteiras (Tabela 5), apesar dos nimeros variarem entre os diferentes paises.
Em geral pertencem ao grupo das lactonas macrociclicas, em formulacGes pour-on de
eprinomectina e em alguns paises, ndo em Portugal, também de moxidectina. S&o
considerados farmacos de elei¢do porque além de ndo possuirem intervalo de seguranca para
o leite, combinam uma elevada eficacia e persisténcia no tempo. A farmacocinética e os perfis
de residuos no leite de eprinomectina foram estudados e o maximo de concentracdo
plasmatica é atingido 2 dias ap06s a sua administracdo e somente 0,1% da dose total que é
administrada é eliminada no leite, sendo cerca de 50 vezes inferior a concentracdo apos
administragdo por via subcutdnea de farmacos do mesmo grupo, como a ivermectina ou
moxidectina (Alvinerie, Sutra, Galtier & Mage, 1999).

Tanto a eprinomectina (Shoop et al., 1996) como a moxidectina (Yazwinski, Tucker,
Copeland, Yazwinski & Guerino, 1999) possuem uma elevada eficicia apds a sua
admnistragdo topica. A eprinomectina revelou eficicia igual ou superior a 90% até 28 dias
apos o tratamento (Cramer et al., 2000) e a moxidectina superior a 99% até 35 dias ap0s a sua
administracdo (Hubert, Kerboeuf, Cardinaud, Blond-Riou & Fournier, 1997). Apesar da
eprinomectina apds a sua administracdo subcuanea ter uma baixa distribuicdo no plasma/leite,
estd apenas disponivel comercialmente como formulacdo topica. Tem a vantagem de ser facil
de aplicar, mas a sua limitacdo € a sua elevada disponibilidade sistémica, em consequéncia
dos animais possuirem o habito frequente de se lamberem e deste modo os residuos do
farmaco no leite podem aumentar, mas geralmente ndo chegam a atingir o limite detectavel

(Imperiale, Sallovitz, Farias, Lifschitz & Lanusse, 2009). No entanto, de forma a evitar
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subdosagens quando sdo efectuados tratamentos selectivos ou quando apenas alguns animais
séo tratados, devem-se separar 0s animais tratados dos ndo tratados.

A imprevisibilidade da resposta produtiva ao tratamento constitui um ponto critico, que
depende da intensidade da infeccdo, da susceptibilidade individual a infeccdo, da intensidade
da resposta imunitaria e do estado fisiolégico do animal. Apesar destes parametros serem
muito complicados de compreender, muitos estudos tém sido feitos para poderem ajudar o
veterinario ou o produtor na hora de optar por um tratamento antihelmintico (Charlier et al.,
2009). Estudos relacionados com a idade e o nivel produtivo revelaram resultados
inconsistentes. Por exemplo, demontrou-se um aumento de produtividade ap6s tratamento nas
multiparas (McPherson et al., 2001), ou nas primiparas (Forbes, Huckle & Gibb, 2004), ou
sem associacdo a idade (Ngdtvedt et al., 2002). Em relagdo ao nivel de producéo leiteira em
resposta ao tratamento, foi demonstrado que as vacas de elevada producdo tinham uma
melhor resposta produtiva apés o tratamento do que as baixas produtoras (Ploeger,
Schoenmaker, Kloosterman & Borgsteede, 1989), ou ndo se encontrou qualquer relagédo
(Ngdtvedt et al., 2002). Em relacdo ao melhor periodo de tratamento, concluiu-se também que
0s animais tratados a meio da lactacdo ou de forma estratégica ao longo do ano, em vez do
habitual sistema de desparasitar no periodo da secagem ou no parto, apresentavam melhor
resposta ao tratamento. Comparando o efeito nas vacas multiparas e primiparas, as Ultimas

tinham piores resultados (Sanchez, Dohoo, Carrier & DesCoteaux, 2004a).

3.3.2-Néo Farmacologico
Além do tratamento farmacol6gico existem outras solucdes validas para um controlo dos

parasitas, principalmente dos helmintes, de forma mais sustentavel. Estas solucGes assentam
em trés principios de accdo: a) reducdo do contacto entre o hospedeiro e os estadios
infectantes, b) estimulacdo da resposta imunitaria e c) eliminacdo dos parasitas do hospedeiro
(Hoste & Torres-Acosta, 2011).

a) Reducéo do contacto entre os hospedeiros e as formas infectantes

Pode ser conseguida através do maneio correcto da pastagem e do controlo biolégico. Como
vimos anteriormente através da contagem de anticorpos frente a Ostertagia ostertagi
presentes no leite do tanque, existem muitos factores de maneio nas vacas leiteiras que
contribuem para o grau de exposicéo aos parasitas. O maneio correcto da pastagem integra um
conjunto de principios higiénicos em sistema extensivo para controlar 0s parasitas
metazoarios. E importante no entanto referir, que todas estas estratégias devem ser aplicadas

de acordo com a epidemiologia local e com as caracteristicas de cada exploragdo. O
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adiamento da altura de pastoreio, a ceifa das pastagens e a reducdo do tempo diario de
pastoreio sdo exemplos de estratégias de maneio possiveis que podem ajudar a controlar e a
reduzir a exposicao dos animais aos nematodes gastrointestinais.

O pastoreio conjunto de novilhas com as vacas secas ou com as vacas em producédo pode ser
benéfico, ao diminuir o grau de contaminacdo geral da pastagem por menor eliminacdo por
parte das vacas em producdo e das vacas secas. O pastoreio alternado de vacas adultas e
vitelos ha muito tempo que é usado como maneio das pastagens dispensando 0 uso de
quimicos no controlo dos NGI em animais jovens (Barger, 1997). De modo semelhante o
pastoreio misto, assenta no principio de que a maioria dos NGIs possui uma certa
especificidade para o hospedeiro e quando diferentes espécies de ruminantes pastoreiam em
conjunto cada espécie ajuda a reduzir a infectividade da pastagem para 0s hospedeiros
naturais, ao consumirem ambos L3, isto sucede quer pastoreiem em simultdneo ou
alternadamente (Mahieu & Aumont, 2009). Também a reducdo da carga animal constitui
outra forma de diluir o risco parasitério, apesar de ndo ser linear a relacdo entre a densidade
animal e a carga parasitaria. Outro método pode ser a interferéncia da biologia e da
viabilidade dos estadios ndo parasitarios, através da adopcao de um sistema de rotacdo das
pastagens e deixando que o tempo actue sobre as formas de ovo a L3 (Hoste & Torres-Acosta,
2011), aproveitando sempre a disponibilidade e qualidade das pastagens.

De modo semelhante ao que é aplicado nas condi¢des de estabulacdo, também é possivel a
aplicacdo de estratégias de desinfeccdo de natureza quimica, fisica ou bioldgica nas pastagens.
Os quimicos ndo tém tdo bons resultados em estudos de campo como em laboratério, talvez
devido a interac¢fes com a matéria organica. Mesmo assim o0s que podem ser utilizados sdo:
cianamida de célcio, ureia e hipoclorito de sodio (Garduno, Ortega, Hernandez, Garcia, & de
Gives, 2010). A accdo fisica do sol e da radiacdo UV também tém um efeito importante na
descontaminacdo da pastagem e o corte da pastagem pode aumentar a exposicdo das L3, ovos
e hospedeiros intermediarios a estes factores.

A utilizacdo de outros organismos com o objectivo de controlar os NGI € uma técnica de
controlo integrado e sustentavel que tem sido muito estudada (Larsen, 2000), sobretudo a que
utiliza fungos nemat6fagos, com a capacidade de invadir e matar as larvas infectantes nas
fezes. Estes estudos de controlo biologico tém o objectivo de encontrar e isolar um fungo com
a capacidade de sobreviver a passagem no trato gastrointestinal, ser eliminado, colonizando as
fezes e exercendo accédo sobre as larvas infectantes L3 (Assis, Luns, Araljo, & Braga, 2012).
Estudos com os fungos nemat6fagos demonstraram elevado potencial bioldgico para o fungo
Duddingtonia flagrans contra vérias espécies de nematodes de varios hospedeiros (Larsen,

2000). Uma outra alternativa a utilizacdo destes fungos para controlo biologico é a
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administracao oral de clamidosporos misturados com o alimento concentrado (Larsen, 2000),
ou a administracdo de formulagbes de alginato de sddio contendo massas do micélio de
fungos (Aradujo et al., 2004).

b) Estimulacdo da imunidade

Sabe-se que o comportamento de pastoreio e as condi¢fes ambientais provocam variagoes
fenotipicas e genotipicas na forma como os animais toleram a infecgdo parasitaria, ou seja na
sua resiliéncia, e também originam em cada animal uma capacidade distinta para implementar
uma resposta imunitaria contra os parasitas, a resisténcia. As estratégias descritas ttm como
principal objectivo melhorar o resposta do hospedeiro contra as infec¢bes por helmintes,
através da seleccdo genética ou cruzamento de animais mais resistentes com animais mais
susceptiveis e/ou através da manipulacédo nutricional (Hoste & Torres-Acosta, 2011).

A vacinacdo contra os helmintes é apenas possivel para alguns parasitas, mas ainda existe
muito por descobrir, no que concerne a varias espécies (W. D. Smith, 2008). Apesar do
sucesso com a vacinagéo contra os cestodes (Lightowlers et al., 2003), existem ainda algumas
barreiras no desenvolvimento de vacinas para alguns nematodes.

Mais uma vez sera dada maior importancia ao parasita Ostertagia ostertagi, pelas razdes
anteriormente enunciadas, e em relacdo ao desenvolvimento de uma vacina contra este
parasita tém existido muitas dificuldades de ordem técnica, pratica e econdmica, bem como a
nivel do seu conhecimento biolégico que tém dificultado o desenvolvimento de uma vacina.
Contudo, estudos recentes defendem que a obtencdo de mais informacdo sobre a relagédo
bioldgica entre o parasita e 0 hospedeiro pode ser a chave para o desenvolvimento de uma
nova e melhor estratégia para o seu controlo (Rinaldi & Geldhof, 2012).

A seleccdo genética para as caracteristicas de resisténcia aos NGI foi apresentada como uma
ferramenta notavel para um controlo parasitario sustentavel, por ser barata, permanente e ndo
exigir outros recursos ou custos adicionais (Waller & Thamsborg, 2004). Os resultados que se
esperam dos beneficios da seleccdo sdo: desenvolvimento mais tardio das formas parasitarias
no hospedeiro e diminuigdo da carga parasitaria e da excrecdo de ovos (Hoste & Torres-
Acosta, 2011). Assim, muito se tem estudado em modelos animais de laboratério na tentativa
de identificar genes que codificam a resisténcia parasitaria (Iragi et al., 2003). O objectivo
tem sido identificar nos ruminantes a localizacdo de genes semelhantes e desenvolver animais
transgénicos, em que 0s genes responsaveis pela resisténcia sdo inseridos em animais com
importancia econémica (Waller & Thamsborg, 2004). A seleccdo dos animais com base na
sua resiliéncia foi também descrita (Albers et al., 1987), contudo tem merecido menos

atencdo do que a seleccdo anterior, apesar de ser de grande importancia os animais
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conseguirem manter uma performance adequada independentemente da carga parasitaria ou
das contagens de OPG de fezes. Este raciocinio em conjunto com a aplicacdo de TST e da
andlise de indicadores de performance pode ser uma mais-valia para a produtividade da
exploracdo, uma vez que pode fornecer informacéo sobre os animais que devem ser refugados
por serem pouco produtivos ou por necessitarem de tratamentos sucessivos (Hoste & Torres-
Acosta, 2011).

Com base nos conhecimentos de patofisiologia dos NGIs no trato digestivo e de forma a
melhorar a resisténcia e a resiliéncia dos animais a estes parasitas considerou-se o racicinio
oposto: suplementar a alimentacdo com nutrientes, sobretudo com proteinas por serem 0s que
mais limitam a dieta (Coop & Kyriazakis, 1999). Assim, Van Houtert et al. (1997), citado por
(Waller & Thamsborg, 2004) defenderam que a suplementacdo alimentar estratégica nos
animais mais susceptiveis a infeccdo, jovens e fémeas em lactacdo, pode ter beneficios a

longo prazo.

c) Eliminacéo dos parasitas do hospedeiro, através de antihelminticos ndo convencionais

As plantas ricas em metabolitos secundarios constituem uma alternativa aos antihelminticos,
possuem a capacidade de modular a biologia dos nematodes parasitarios e também de
contrariar as suas consequéncias negativas nos hospedeiros (Rochfort, Parker & Dunshea,
2008). Os principais metabolitos sdo os taninos e as plantas ricas nesta substancia tém a
capacidade de contrariar a fixacdo de L3 no hospedeiro e simultaneamente reduzir a
integridade dos nematodes adultos, a sua fecundidade e o seu desenvolvimento larvar (Hoste
et al., 2012). Possuem ainda a capacidade de se unirem a proteina da dieta reduzindo a
proteina degradada no rimen e aumentando a quantidade de proteina by pass no abomaso.
Consequentemente ha uma diminuicdo da necessidade de forragem adquirida na pastagem
devido ao seu efeito nutracéutico (Andlauer & First, 2002) e assim ha menor ingestdo de L3 e

efeitos menos gravosos (Knox et al., 2012).

3.3.3-Resisténcias aos antihelminticos
A principal forma de controlo das parasitoses gastrointestinais nos Gltimos 50 anos tem sido

através do uso de antihelminticos, constituidos por moléculas pertencentes aos grupos de
benzimidazois, lactonas macrociclicas, imidatiazois/tetrahidropirimidinas (Hoste & Torres-
Acosta, 2011). Contudo o seu uso indiscriminado conduziu, um pouco por todo o mundo, a
resisténcias parasitarias a estes farmacos e a uma mudanca das popula¢Ges mais prevalentes
nas pastagens, tornando o controlo parasitario com antihelminticos mais limitado (Knox et al.,
2012).
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Apesar de constituirem um problema ha ja algum tempo em pequenos ruminantes, a
resisténcia aos antihelminticos tem crescido também nos bovinos (Sutherland & Leathwick,
2011), constituindo uma consequéncia biologica natural e inevitavel das estratégias assentes
nos agentes quimicos. O modo como se desenvolvem depende da magnitude da pressao
exercida na populacdo parasitaria (Sutherland & Leathwick, 2011; Knox et al., 2012). Assim,
pensa-se que o desenvolvimento de resisténcias aos antihelminticos nos bovinos foi mais
lento porque o tratamento destes animais ndo foi tdo intensivo e foi mais restringido as
novilhas, deixando grande parte da populacdo em refgio® (Coles, 2002). Quanto maior for a
dimenséo desta populacdo em reflgio, mais dificilmente se desenvolvem resisténcias. Fazem
parte da populacdo reflgio, os nematodes que se encontram nos animais que ndo sdo tratados
quando se realiza um tratamento parcial na manada, estadios de parasitas no hospedeiro que
ndo sdo afectados pelo tratamento (por exemplo em hipobiose) e estadios de vida livre no
ambiente (Knox et al., 2012).

Estad comprovado que o factor que mais contribui para o aparecimento de resisténcias € o nivel
da populacdo em refugio na altura em que é efectuado o tratamento; e 0 seu maneio é
fundamental para contrariar o aparecimento de resisténcias e manter a eficacia dos
antihelminticos por muito mais tempo. O ideal sera manter niveis de populacdo refagio
adequados que impecam o aparecimento de resisténcias, mas que permitam atingir niveis de
controlo parasitério e de produtividade aceitaveis (Knox et al., 2012).

Outra estratégia € a adopcdo de TST, baseada na presenca de parasitismo nos animais como
sinais clinicos ou através de métodos de diagnéstico ou de indicadores de performance,
possibilitando um uso Optimo dos antihelminticos no que diz respeito ao numero de
tratamentos e mantendo a sua eficécia produtiva e antihelmintica.

E importante transmitir aos produtores que a conservacio da eficacia antihelmintica vale a
despesa da sua implementacdo, uma vez que além das vantagens a nivel antiparasitario a
adopcéo deste sistema pode ser benéfica no sistema produtivo pois permite a detecgdo precoce
de eventuais doencas, a identificagdo dos animais mais parasitados e dos menos produtivos,
permitindo a adopc¢éo de estratégias mais rentaveis para a exploracéo.

O TST constitui a melhor forma de controlar a populagéo refagio, melhorando a forma como
0s parasitas sdo controlados e preservando por mais tempo a eficacia dos tratamentos
antihelminticos (Knox et al., 2012). Assim, a monitorizacdo das infecgdes por NGls €
vantajosa quando sdo considerados os tratamentos dos animais adultos, seguindo o mesmo
raciocinio, seria desejavel a monitorizacao individual e somente tratar a posteriori e de modo

selectivo. Contudo, a monitorizacdo individual pressupde custos acrescidos que devem ser

' A populacdo em refigio, é a populacéo que nio é seleccionada apds a aplicacdo do farmaco.
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avaliados em associacdo com os beneficios da sua aplicacdo. Alternativamente também se
pode dirigir o tratamento de vacas adultas apenas aos animais mais expostos as larvas e que
apresentem maior susceptibilidade ou reduzida produtividade (Waller, 2006).

Em determinados paises como a Nova Zelandia e a Australia, é pratica comum recorrer-se a
combinagcbes de varios farmacos, para alargar o espectro antihelmintico no controlo
parasitario e contrariar o facto de muitos géneros de parasitas serem resistentes a mais do que
uma familia de antiparasitarios (Sargison et al., 2007). No entanto, as autoridades
responsaveis pelo registo de produtos veterinarios na U.E. e nos E.U.A., ndo sdo a favor da
combinacdo de diferentes farmacos ou da sua utilizacdo como medida preventiva (Geary et
al., 2012), apesar dos estudos em modelos e no campo demonstrarem que as combinacdes de
farmacos diminuem o aparecimento de resisténcias, ao reduzirem o nimero de gendtipos
resistentes que sobrevivem ao tratamento. Para que isso suceda é necessario que os alelos que
conferem a resisténcia a todas as classes de antiparasitarios estejam presentes no mesmo
parasita (Bartram, Leathwick, Taylor, Geurden & Maeder, 2012). As combinacdes s&o
apropriadas quando as substancias activas ndo possuem 0S mesmos mecanismos de
resisténcias, sabido que o0s mecanismos das diferentes moléculas (benzimidazdis,
tetrahidropirimidinas/ imidatiazois e lactonas macrociclicas) sao distintos (Mottier &
Prichard, 2008).

Uma outra forma de evitar o aparecimento de resisténcias é desenvolvendo novos farmacos
antihelminticos e melhorando a forma como sdo administrados os ja existentes, possibilitando
assim aumentar a sua eficécia (Fitzpatrick, 2013).

Estas resisténcias aos antiparasitarios assim como o controlo parasitario sustentavel podem ser
avaliados efectuando testes de reducdo da contagem de ovos, em linguagem anglo-saxonica
fecal egg count reduction test (FECRT) ap06s o tratamento e em ensaios de desenvolvimento
larvar e eclosdo de ovos (Coles et al., 1992). Contudo muitos destes métodos exigem tempo e
0s seus resultados tém reduzida sensibilidade e os testes limitada reprodutibilidade (Taylor,
Hunt & Goodyear, 2002).

3.3.4-Tratamento e controlo dos protozoarios
Cryptosporidium spp.

Devido a persisténcia no ambiente, ao seu tamanho reduzido e a elevada resisténcia aos
desinfectantes comuns, este parasita é dificil de erradicar dos ambientes contaminados. Estas
caracteristicas associadas a um tratamento ainda muito pouco eficaz, fazem como que as
estratégias para o seu controlo envolvam a reducdo da eliminacdo dos oocistos e da

contaminacdo ambiental, bem como a diminui¢do da exposi¢do dos animais aos mesmos. Isto
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s0 sera possivel combinando uma terapéutica de suporte, tratamentos farmacoldgicos e
técnicas de maneio e de higiene apropriadas.

A terapéutica de suporte consiste na administracdo de fluidos de acordo com o grau de
desidratacdo: nutrientes de elevada qualidade, leite inteiro ou de substituicdo. Quando sdo
administrados produtos orais com electrdlitos e glucose, esta ndo deve ser a Unica fonte de
energia por mais de vinte e quatro horas. Ou seja, o leite inteiro ou de substituicdo deve ser
administrado pelo menos duas vezes ao dia e suplementado por electrdlitos entre estas
refeicBes, para repor as perdas de fluidos causados pela diarreia (Divers & Peek, 2008).

A paromomicina, € um antibidtico aminoglicosideo, capaz de controlar infeccbGes por
Cryptosporidium parvum (Marshall & Flanigan, 1992), sendo que a sua administracdo
profilactica diminui a eliminacdo de oocistos e reduz o nimero de dias que vitelos infectados
tém diarreia (Fayer & Ellis, 1993). Contudo apds a retirada do farmaco os animais voltam a
eliminar oocistos e a apresentar diarreia (Grinberg et al., 2002). O lactato de halofuginona é
um antiprotozodrio especialmente usado para tratar espécies de Eimeria, tendo actividade
criptosporidiostatica nos estadios de esporozoito e merozoito (Jarvie et al., 2005). E eficaz
contra a criptosporidiose em vitelos, como foi comprovada em estudos na Europa (Villacorta,
Peeters, Vanopdenbosch, Ares-Mazas & Theys, 1991; Naciri, Mancassola, Yvoré & Peeters,
1993; Lefay, Naciri, Poirier & Chermette, 2001; Martins, Sousa, Madeira de Carvalho,
Bacellar & Cannas da Silva, 2007). Nestes estudos os vitelos foram tratados oralmente
durante 7 dias, tendo os resultados sido consistentes neste periodo no que se refere a reducéo
da excrecdo de oocistos bem como diminuicdo dos casos de diarreia, no entanto apds a
retirada do farmaco a eficacia na excre¢do de oocistos foi controversa, indicando que o
farmaco pode prevenir a infeccdo do intestino pelos esporozoitos e pela recirculagdo dos
merozoitos de primeira geracdo, mas ndo interrompe o ciclo da infec¢do (Shahiduzzaman &
Daugschies, 2012). Constitui, apesar das suas limita¢fes, um farmaco muito utilizado e com
bons resultados em inimeras vacarias.

O decoquinato é uma quinolona coccidiostatica e o seu efeito foi estudado experimentalmente
em vitelos (Redman & Fox, 1994), sugerindo ser protector durante os primeiros 21 dias apds
0 parto. A halfuginona num tratamento de 7 dias reduziu significativamente o nimero de
oocistos e também o numero de animais que apresentavam diarreia (Martins et al., 2007).

A azitromicina € um antibiético macrélido, que também foi estudada e em tratamentos
efectuados durante 7 dias em vitelos infectados naturalmente, também demonstrou diminuir a
eliminacdo de oocistos, resultando em melhorias clinicas significativas (Elitok, Elitok &
Pulat, 2005). No entanto, é muito cara e ainda ndo existe informacdo clara sobre a sua

adequacdo a controlar criptosporidiose nos animais (Shahiduzzaman & Daugschies, 2012).
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O carvéo activado administrado por via oral em animais infectados experimentalmente com
Cryptosporidium parvum demonstrou reduzir a excre¢do de oocistos e a diarreia (Watarali,
Tana & Koiwa, 2008), sendo aconselhada a sua utilizacdo no tratamento e prevencdo da
criptosporidiose em ruminantes quando administrado duas a trés vezes por dia em suspensdo
no leite de substituicdo (Paraud et al., 2011).

A imunoterapia passiva envolvendo concentrado de soro de bovino por via oral pode ser outra
estratégia de controlo desta doenca, uma vez que em vitelos infectados experimentalmente
melhorou os sinais clinico e reduziu a eliminacao de oocistos (Hunt et al., 2002).

O maneio higiénico adequado pressupde uma limpeza activa e desinfeccdo, sendo muito
importante que o piso onde se encontram as instalacdes seja facilmente lavavel e possua boa
drenagem (Madeira de Carvalho, Martins, Sousa, Bacelar & Cannas da Silva, 2011). Os
desinfectantes com formaldeido ou perdxido de hidrogénio possuem actividade contra o
Cryptosporidium spp. (Castro-Hermida, Pors, Méndez-Hermida, Ares-Mazas & Chartier,
2006). A amonia 5%, e a formalina 10% apenas reduzem a infectividade do oocisto ap6s 18h
de contacto e a temperatura de 4°C (Campbell, Tzipori, Hutchison & Angus, 1982).

Dadas ainda as limitacbes das técnicas anunciadas anteriormente, € importante associar
também estratégias de maneio que minimizem a exposi¢do dos animais as formas infectantes
do parasita, sobretudo em vitelos recém-nascidos. Deve-se ter especial aten¢do aos fomites e
aos tratadores por poderem constituir veiculos de transmisséo da infec¢do. Deve-se tratar em
primeiro lugar os animais saudaveis e sé depois 0s doentes, procedendo também a separacao
destes animais em diferentes instalacfes (Madeira de Carvalho et al., 2011). Estas medidas
além de serem facilmente exequiveis podem ajudar a melhorar significativamente o0s

resultados na recria.

Eimeria spp.

Tal como no caso anterior, é importante um bom maneio higiénico das instalacdes e um
controlo da densidade animal em associagdo com controlo medico. Os desinfectantes para
serem eficazes devem ser constituidos por cresol e devem actuar durante 2 horas (Daugschies,
Bose, Marx, Teich & Friedhoff, 2002) ou serem a base de amdnio quaternario (Stilwell,
2013). A terapéutica é essencialmente Gtil em casos agudos, que apesar de ser limitada em
termos curativos, por poderem existir ja muitas lesdes, € Util ao interferir com o ciclo do
parasita. No entanto, num surto de doenca, os animais afectados devem ser separados dos
restantes, devendo ser administrado um tratamento paliativo com electrolitos, glucose e anti-
diarreicos que pode ajudar a homeostasia dos vitelos e na sua sobrevivéncia (Daugschies &

Najdrowski, 2005). Os coccidiostacticos ou coccidiocidas devem ser usados apenas em
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situacBes em que existe risco de exposicao (Divers & Peek, 2008; Stilwell, 2013), como
profilaxia e metafilaxia. Os farmacos a usar podem ser administrados na &gua ou no alimento
e podem ser o decoquinato, amprolium, monensina e lasalocid. As sulfamidas injectaveis, se
aplicadas no periodo pré-patente sdo mais eficazes, no entanto podem ter alguma utilidade
caso sejam aplicadas de forma terapéutica e no combate de eventuais infec¢bes secundarias ou
nos casos em que 0s animais ndo se alimentam nem bebam convenientemente e deste modo
ndo ingerem as doses devidas de medicamento (Divers & Peek, 2008). O toltrazuril é outro
farmaco que pode ser util no controlo da doenca devendo ser administrado metafilaticamente
uma vez que diminui a excrecdo de oocistos (Mundt, Bangoura, Mengel, Keidel &
Daugschies, 2005). O decoquinato (Daugschies & Najdrowski, 2005) e a monensina (Watkins
et al., 1986) apesar de serem farmacos muito utilizados, exigem que sejam administrados
durante um periodo de tempo prolongado, 30 e 28 dias respectivamente (Divers & Peek,
2008).

3.4-Impacto econémico

Os parasitas, principalmente os helmintes, constituem em qualquer parte do mundo, um
importante constrangimento em producdo animal e actualmente o limiar de parasitismo que é
aceitavel nestes animais tem uma perspectiva econémica (Corwin, 1997). Assim, este nivel de
parasitismo baseia-se exclusivamente no impacto econémico dos parasitas, ndo constituindo a
imunidade um aspecto importante. No entanto, devida a imprevisibilidade do estabelecimento
da infeccdo a acepcdo deste limiar € muito complicada (Vercruysse & Claerebout, 2001). Os
seus efeitos podem ser estimados relacionando os niveis de infeccdo com indicadores de
performance produtiva (IPP), ou associando o uso de antihelminticos a variacbes nas
caracteristicas de producdo (Charlier et al., 2009). Uma vez que o impacto destas infeccdes
helminticas € cada vez mais imperceptivel e cada vez mais especifico de cada exploracgéo, é
necessario que as ac¢des destinadas a assegurar a salde animal em cada producdo tenham
avaliacGes econdmicas mais precisas e especificas.

Para elaborar um plano antihelmintico sustentavel e adequado a cada exploragéo, é importante
combinar as técnicas mais recentes de controlo parasitario com os IPP. Estes indicadores sdo
muito comuns, porque sdo faceis de determinar e podem facilmente dar uma apreciacéo
global da performance técnica da vacaria, no entanto ndo medem os efeitos globais como esta
performance é alcancada. Um bom exemplo que pode explicar este raciocinio, € produzir
simplesmente com o objectivo de aumentar o volume total de leite, 0 que pode exigir um

maior uso de antihelminticos, mas de certeza exigira também mais alimento concentrado ou

42



maior nimero de ordenhas, 0 que pode ndo se traduzir numa maior rentabilidade da vacaria. O
impacto econémico ou a necessidade de adoptar estratégias de controlo podem assim ser
avaliadas e calculadas, com base nos IPP ou através de estudos de analise econémica (van der
Voort et al., 2013).

3.4.1-Indicadores de performance produtiva (IPP)
Os IPP mais comuns nas vacas leiteiras sdo a producdo leiteira e os indices reprodutivos e nas

novilhas o ganho médio diario. Serdo analisados estudos que relacionam os IPP com as
infeccdes por Nematodes Gastrointestinais (NGIs) e com enfoque sobretudo na producédo de
leite, por ser o tema de maior relevancia neste estudo. Considera-se no entanto, de extrema
importancia, a realizagdo de um estudo semelhante para os restantes tipos de parasitas,

principalmente, trematodes e protozoarios em animais jovens.

Efeito no ganho de peso e na carcaca

Em animais de pastoreio o aumento de peso é um indicador importante de um controlo
adequado dos NGls, principalmente nos FSC. Em adultos este efeito ja ndo tem tanta
importancia (Charlier et al., 2009). Um estudo recente na Suécia que testou diferentes
estratégias de controlo parasitario em VPPV (Larsson, Uggla, Waller & Ho6glund, 2011)
demonstrou que durante a primeira estacdo de pastoreio apesar de existirem diferentes niveis
de infeccdo e consequentemente diferencas no ganho de peso, estas permaneceram até ao final
da segunda estacdo de pastoreio. Um outro estudo ainda mais recente (Hoglund, Dahlstrém,
Sollenberg & Hessle, 2013) em VPPV sujeitos a diferentes tratamentos, 7 doses anuais de
doramectina, TST ou sem qualquer tratamento, demonstrou que o tratamento frequente com
AH possibilitou maiores GMD (variaveis entre 0,39-0,61 kg/dia), que os que sofreram TST
(0,36-0,50 kg/dia) ou que ndo tiveram qualquer tratamento (0,23-0,42 kg/dia). Sabendo-se que
0 peso ao parto tem influéncia na primeira lactacdo (Zanton & Heinrichs, 2005), deduz-se que
as infeccdes existentes nos primeiros dois anos de vida ao influenciar o crescimento de forma
negativa vdo do mesmo modo condicionar a quantidade de leite produzida (Charlier et al.,
2009). Seguindo ainda 0 mesmo raciocinio, estes animais necessitardo também de mais tempo
até atingir o tamanho para a primeira cobricdo o0 que pressupfe custos reprodutivos e

relacionados com a producao leiteira (Charlier et al., 2009).

Efeitos na producao de leite

Apesar das infeccBes nas vacas adultas serem essencialmente subclinicas, estdo

frequentemente associadas a decréscimos de producdo leiteira (Vercruysse & Claerebout,
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2001). Existem muitos estudos com diferentes metodologias, no entanto, praticamente todos,

incidem em animais que tém acesso a pastagem, permitindo assim melhor avaliar e

quantificar o impacto dos nematodes gastrointestinais na producéo de leite.

Existem estudos que consistem na a) inducdo de infeccBes experimentais, outros em b)

ensaios clinicos que avaliam o efeito do tratamento antihelmintico, e um terceiro tipo que

investiga a c) relacdo entre os niveis de anticorpos especificos de Ostertagia ostertagi e a

producdo de leite.

a)

b)

No caso das infecgbes experimentais, os resultados devem ser extrapolados com
prudéncia pois as condi¢des a que 0s animais estdo submetidos sdo sempre diferentes
da realidade e é muito dificil simular o padrdo de infeccdo que existe na Natureza
(Charlier et al., 2009). Apds inducdo de uma infeccdo experimental, Barger & Gibbs
(1981) inocularam semanalmente cerca de 150 000 larvas infectantes em 6 animais e
demonstraram que que o grupo infectado produzia 2,16 kg/dia menos leite do que os

animais ndo infectados.

Os estudos sobre o efeito do tratamento antihelmintico tém geralmente uma relacéo
positiva na producdo de leite, mas o seu efeito na produgdo é varidvel consoante o
estudo e no mesmo estudo entre os diferentes grupos de animais (Charlier et al.,
2009). Gross et al., (1999) compararam 87 estudos deste tipo. Os antihelminticos
utilizados eram pertencentes a diversos grupos incluindo organofosforados,
benzimidazois, imidazotiazois e lactonas macrociclicas. Os resultados demonstraram
que em 80% dos estudos havia um aumento na producéo leiteira apds o tratamento
antihelmintico com uma média de 0,63 kg/vaca/dia. Estes estudos foram realizados em
animais com acesso a pastagem demonstrando mais uma vez que Sd0 Mais
susceptiveis as infeccdes por nematodes gastrointestinais e aos seus efeitos na
producdo de leite. Em 1997, surgiu uma nova molécula, a eprinomectina,
marcadamente vantajosa por ndo possuir qualquer IS para o leite. Praticamente todos
os estudos realizados em diferentes paises e segundo diferentes metodologias
demonstraram um efeito positivo na capacidade desta molécula aumentar a produgéo
de leite e de forma persistente durante o tempo em que decorreu cada estudo (Charlier
et al., 2009). Num estudo de meta analise (Sanchez et al., 2004b) que analisou 75
estudos realizados entre 1972 e 2002 e comparou as diferencas de producdo entre
animais tratados e ndo tratados, conclui-se que houve uma melhoria media na

producdo de leite de 0,35kg/vaca/dia nos animais tratados. Demonstrou-se também
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que a producdo de leite € maior quando o tratamento € efectuado com endectocidas e
em todos os animais da exploracdo. Existem contudo dois estudos, realizados em
animais com o acesso limitado e/ou ausente ao exterior (Glenn, Baker, Franti & Ver
Steeg, 1982; Sithole et al., 2005b), situacdes muito semelhantes as condicbes de
producdo leiteira em regime intensivo em Portugal, nos quais ndo houve qualquer
relagcdo entre o tratamento e a producdo de leite. Indicando que o tratamento nestas
circunstancias ndo é uma boa pratica em termos econémicos (Glenn et al., 1982). Em
relacdo a concentracdo de sélidos no leite o tratamento antihelmintico parece ndo ter

qualquer influéncia (Glenn et al., 1982; Charlier et al., 2009).

Os estudos de terceiro tipo, que expressam a relagdo entre a contagem de anticorpos
especificos de Ostertagia ostertagi em valores de ODR e o seu efeito na producédo
leiteira tém a vantagem de poderem ser realizados em maior escala. No entanto, nao
conseguem demonstrar uma relagdo causal na producdo nem diferenciar a exposicao
da infeccdo (Charlier et al., 2009). Como vimos anteriormente, os niveis de anticorpos
no soro ou leite individual e no leite do tanque tém uma forte correlagdo com a
producdo leiteira. Este método permite quantificar as infeccbes por nematodes em
bovinos, estimar o impacto que podem ter na producdo leiteira e a consequente
resposta na producdo ap6s ocorrer tratamento antihelmintico (Forbes et al., 2008;
Vanderstichel et al., 2013). Para se estimar a relacdo sdo utilizados métodos
estatisticos de regressao linear controlando uma série de factores como, por exemplo,
acesso a pastagem, dias em leite, namero de lactagdes, contagens de células somaticas,
raca e localizacdo (Charlier et al., 2009). Em vacarias em regime intensivo, com
acesso ausente ou limitado a pastagem, os niveis de ODR sdo mais baixos
comparativamente com 0s das vacarias onde 0s animais estdo em extensivo ou em
semi-intensivo e tém livre acesso a pastagem (Charlier et al., 2005a; Sanchez et al.,
2005; Almeria et al., 2009). Um estudo, demonstrou que 0s animais com niveis
elevados de ODR no leite do tanque apds serem tratados com eprinomectina tinham
uma melhoria da producéo leiteira média de 2,87kg/dia/vaca, enquanto para baixos
niveis de ODR ndo se verificou qualquer melhoria (Sanchez et al., 2002a). Um outro
estudo em vacarias em que 0s animais ndo possuiam acesso a pastagem ou este era
limitado, tentou predizer a resposta produtiva ap6s um tratamento antihelmintico e

concluiu que este ndo afectou positivamente toda a populagéo (Sanchez et al., 2005).
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Efeitos na performance reprodutiva

Foi demonstrado num estudo australiano com 430 bovinos de aptiddo leiteira alimentadas
predominantemente da pastagem, que animais tratados com ivermectina durante o periodo
seco tinham um intervalo entre o parto e a concepc¢do de 4,8 dias mais curtos (intervalo de
confianca (IC), de 95%, ou seja entre 1,2 e 8,2 dias) em relacdo aos ndo tratados (Walsh,
Younis & Morton, 1995). Num estudo canadiano com 549 animais também na pastagem ou
com acesso a um pequeno parque com pasto, houve uma reducdo marginal significativa no
intervalo entre o parto e a concepcéo de 9 dias entre os animais tratados com eprinomectina e
0s animais sem qualquer tratamento (Sanchez, Ngdtvedt, Dohoo & DesCdteaux, 2002c).
Neste mesmo estudo foram também medidos os niveis de anticorpos no leite frente a
Ostertagia ostertagi e expressos em ODR entre 0s animais ndo tratados. Os que possuiam
maiores ODR tinham menor probabilidade de concepcédo sugerindo que os niveis de infeccéo
mais elevada tinham menor performance reprodutiva. Foram também encontradas menor
namero de cobri¢bes (média 1,7) nos animais tratados com eprinomectina, em comparacao
com os animais ndo tratados (média 1,9); ndo tendo sido observado qualquer efeito no
intervalo entre o parto e a primeira cobricdo. Num outro estudo no Canada néo foi encontrado
qualquer efeito benéfico na performance reprodutiva das vacas tratadas com eprinomectina
ap6s o parto (Sithole et al., 2005a), mas desta vez as condi¢Ges de producdo em regime
intensivo eram semelhantes as de Portugal, onde animais ndo tém acesso a pastagem ou este é
muito limitado. Os parametros reprodutivos avaliados neste estudo foram: intervalo de tempo
entre 0 parto e a concepcdo, intervalo entre o parto e o primeiro servico e o nimero de

inseminacdes por concepcado (Sithole et al., 2005a).

3.4.2-Anélise econdémica
Quando se estuda o efeito de uma estratégia de controlo, o novo nivel de infeccdo deve ser

analisado, e caso seja possivel, deve-se relacionar também com os IPP. Se existir relagdo, o
seu potencial efeito na eficiéncia econémica das exploragdes pode ser quantificado (van der
Voort et al., 2013) e deste modo a informacao econdémica especifica de cada exploracado pode
ser essencial para predizer convenientemente os efeitos econdmicos das medidas de controlo
adoptadas (Charlier, Van der Voort, Hogeveen & Vercruysse, 2012a).

A situacdo econdémica de cada exploracdo varia consoante a sua produtividade, que esta
dependente de varios factores tais como: numero de animais em producéo, da quantidade de
leite produzida, da quantidade de matérias-primas usadas para a producdo de leite, da
presenca ou auséncia de doencas, de diferencas de maneio e restrigdes regionais (Bennema et

al., 2010; Wilson, 2011). Estas diferencas na producdo e nos factores produtivos geram
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igualmente diferencas no impacto que as infec¢des helminticas e o seu controlo tém na
economia de cada exploracédo (van der Voort et al., 2013).

Num ambiente socio-econdmico em constante evolugdo é cada vez mais importante encontrar
medicdes econdmicas mais sofisticadas que avaliem as ac¢des aplicadas na melhoria e
salvaguarda da salde dos animais de producdo. Em geral os estudos econdmicos que avaliam
os efeitos das infeccBes helminticas ou das estratégias de controlo utilizadas baseiam-se em
orcamentos e analises de custo beneficio (Charlier et al., 2012a). No entanto, perante
infeccdes helminticas tdo subtis ndo se sabe se estas estratégias sdo suficientemente sensiveis
e especificas para cada exploracdo, apesar do desenvolvimento de técnicas de diagnostico
parasitario cada vez mais apuradas contribuirem para célculos econdmicos cada vez mais
aperfeicoados e permitirem estimar melhor o nivel de infecgdo na exploracéo e, como vimos
anteriormente, relaciond-lo com eventuais perdas de producdo. Também as variacdes de
resultados dos diferentes estudos que foram apresentados, demonstram uma vez mais que 0
impacto na producdo e o grau de infeccdo sdo especificos de cada exploragéo.

A avaliagdo econdmica do impacto das infeccdes helminticas para cada caso pode ser

efectuada de duas formas:

a) Através do célculo dos custos, é calculado com base nos custos da aplicacdo das
estratégias de controlo e no decréscimo de producdo leiteira (Holzhauer, Schaik,
Saatkamp & Ploeger, 2011).

b) Através da anélise de custo-beneficio, que é considerada mais apropriada (Charlier,
Levecke, Devleesschauwer, Vercruysse & Hogeveen, 2012b), por ndo considerar as
perdas de producdo por completo, mas apenas a fraccdo que pode ser recuperada ou
aumentada, posteriormente a aplicacédo das estratégias de controlo (Perry & Randolph,
1999). No entanto esta frac¢do possivel de recuperar, nem sempre é facil de avaliar e
quantificar. Além disso olhar apenas para as estratégias de controlo pode ser uma
desvantagem quando o seu efeito na rentabilidade de toda a exploracdo néo é claro,
sendo importante efectuar orcamentos da exploragdo para se aceder a sua
rentabilidade. Os orgcamentos exigem os dados de todos 0s inputs e outputs, bem como
dos seus custos. Na auséncia ou incompleta informagdo sobre todos os dados,
consideram-se apenas 0S custos e as novas receitas geradas apds a infecgdo ou a
adopcdo das estratégias de controlo. Uma simplificacdo deste método é a anélise
marginal, onde apenas 0s novos custos variaveis e as novas receitas sdo considerados,

contabilizando a adopgéo das estratégias de controlo, sendo apenas aplicavel quando a
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estratégia de controlo ndo afecta os custos fixos num determinado periodo curto de

tempo (van der VVoort et al., 2013).

Recentemente foram desenvolvidas outras técnicas de analise econdomica na saude animal,
gue medem a performance. Uma das técnicas muito utilizadas é através da andlise de
eficiéncia (Barnes, Rutherford, Langford & Haskell, 2011), medindo a quantidade de outputs
possiveis de atingir com determinada quantidade de inputs, por outras palavras, mede o nivel
de ineficiéncia, através da comparacdo dos seus niveis actuais de performance com os niveis
Optimos e potenciais de performance. Todo este calculo é baseado na teoria da producdo e nas
exploracdes leiteiras a alimentacdo e os custos veterinarios sdo considerados o principal input
enquanto o leite é o principal output. A eficiéncia técnica orientada para a producdo de
outputs, reflecte a capacidade de uma exploracdo produzir o méximo de outputs utilizando
uma determinada quantidade de inputs. Por outro lado uma eficiéncia técnica orientada para
os inputs, reflecte a capacidade de usar uma quantidade minima de inputs para se obter uma
dada quantidade de outputs (van der Voort et al., 2013). A eficiéncia alocativa dos custos
reflecte a capacidade para se usar 0s inputs, minimizando sempre 0s custos das suas
proporcOes, tendo em consideracdo 0s seus pregos e a tecnologia utilizada. Assim, a eficiéncia
técnica orientada para os inputs em conjunto com a eficiéncia alocativa dos custos, pode ser
um util indicador do valor da eficiéncia da exploracdo (Coelli, Rao, O’Donnell & Battese,
2005).

A funcdo de producdo é usada para um célculo, apurado e especifico para cada exploracéo,
dos efeitos econémicos das infeccBes helminticas e permite explorar interaccbes entre as
infeccBes helminticas e/ou as estratégias de controlo e as performances produtivas.
Determinadas exploragdes com uma conversdo de input-output especifica podem ser mais
susceptiveis as infeccdes helminticas do que outras exploracdes. De modo similar exploracdes
que investem muito em medidas de controlo antihelmintico, podem ter niveis de infeccdo
mais baixos, no entanto podem néo ser tao eficientes do ponto de vista economico.

Para as ultimas explora¢Bes, uma vez que sdo pouco eficientes, as estratégias de controlo
podem ndo ser 0 aspecto mais importante a considerar porque podem nao trazer melhorias
significativas na sua eficiéncia. Neste caso a relacéo entre input e output pode ser comparada
com a das exploragdes mais eficientes, assim como os seus IPP e os indicadores econdmicos
(IE), para encontrar as melhores estratégias possiveis e que melhor se ajustem a exploracéo

em questdo (van der Voort et al., 2013).
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3.4.3-Valor monetéario
Como vimos, existem um conjunto de estudos que descrevem os efeitos das infeccOes

helminticas na performance dos animais, e também muitas formas de as analisar e quantificar
do ponto de vista econdmico. No entanto estes calculos podem ser complexos e laboriosos,
acabando por ndo serem efectuados, optando-se por aplicar o tratamento sem fundamentacéo.
No entanto, existem algumas ferramentas disponiveis na internet, como é o caso de ParaCalc®
(Charlier et al., 2012a), que fornecem estimativas especificas para cada exploracao leiteira
dos custos que estas infeccdes pressupdem. Baseia-se numa simples folha de calculo onde as
técnicas de diagndstico de monitorizacdo da infeccdo e a utilizacdo de antihelminticos séo
contabilizados como inputs. Sdo utilizados valores padrdo para descrever os efeitos da
infeccdo na producdo e o custo das perdas a elas associados podendo ser adaptados a cada
caso em particular através da avaliacdo de caracteristicas especificas de cada exploracéo.
Quando aplicado em exploracdes belgas demonstrou-se que as infeccdes por NGI eram
responsaveis por um custo médio de 46 €/vaca/ano.

Paracalc® constitui entdo uma ferramenta importante, que em associacdo da histéria completa
da exploracdo, exame clinico dos animais, analise dos IPP e dos IE, podem ajudar na
avaliacdo da importancia das infeccbes helminticas em cada exploracdo e na adopcdo de

estratégias de controlo adaptadas para cada situacao.
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4-Trabalho Experimental

4.1-Objectivos

Este trabalho teve como objectivos:

a) Estimar a prevaléncia de parasitas gastrointestinais, hepaticos e pulmonares em
exploracdes bovinas leiteiras no Centro e Sul de Portugal em funcéo do maneio;

b) Auvaliar o grau parasitario de cada exploracdo e as diferentes medidas terapéuticas e de
maneio praticadas;

c) Identificar quais as formas parasitarias existentes;

d) Estimar a prevaléncia do protozoario Cryptosporidium sp. em vitelos;

e) Caélculo de probabilidades de existéncia de parasitas em funcdo de diversas variaveis

de maneio, fase produtiva e presenca ou auséncia de tratamento.

4.2-Material e métodos

4.2.1-Caracterizacdo das exploragdes
Foram seleccionadas por conveniéncia dez exploragdes de bovinos leiteiros com diferentes

tipos de maneio na regido centro e sul do pais, nos concelhos da Nazaré, Lourinhd, Sintra,
Moita, Odemira e Elvas. Esta selec¢do foi baseada: no facil acesso as mesmas durante as
actividades desenvolvidas durante o estagio, na sua localizacdo préxima ao laboratério onde
foram efectuadas as analises e no tipo de maneio da exploracdo. Inicialmente o critério de
maneio para a seleccdo das exploracdes baseou-se no facto dos animais se encontrarem
estabulados em regime intensivo com auséncia de pastoreio. No entanto, posteriormente
decidiu-se incluir também exploracBes em regime semi-intensivo, onde os animais tivessem
acesso a pastagem.

Todas as exploracdes incluidas neste estudo, produzem leite de bovino e o seu efectivo
compreende racas reconhecidas por terem uma elevada aptiddo para a producdo de leite,
nomeadamente Holstein-Friesian e alguns crossbreedings com a raca Montebeliarde e
Vermelha Sueca. As explora¢des sdo de dimensdo média a grande com efectivos médios de
172 vitelos (animais com idade inferior a 1 ano), 111 novilhas (animais com idade superior a
um ano e antes do primeiro parto), 303 vacas em producédo (vacas paridas e a produzir leite) e
43 vacas no periodo da secagem (animais geralmente com um periodo de gestacédo de cerca de
sete meses e que n&do se encontram a produzir leite).

Relativamente a distribuicdo do maneio das exploragdes, sete das exploragdes caracterizavam-

se por serem de regime intensivo em que 0S animais se encontram estabulados e a sua
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alimentacdo é a base de silagem de milho misturada com outros compostos em unifeed ou
total mixed ration (TMR) e ocorre na manjedoura, sendo variavel consoante a fase produtiva
dos animais, os precos das matérias-primas e entre cada exploracdo. As instalagdes nestas
exploracGes também diferem entre si, pois seis possuem 0S Seus animais em camas com
cubiculos e apenas uma possui 0s animais em cama livre de palha.

Nas exploragdes em regime semi-intensivo 0s animais encontram-se todo o ano em pastagem
do tipo permanente, sendo em duas destas exploragcbes complementada com unifeed, de
composicao variavel consoante a fase produtiva do animal e os precos das matérias-primas.
Na outra exploracdo, apenas o0s animais em producdo sdo suplementados, com alimento

composto, duas vezes por dia, durante o periodo de cada uma das ordenhas.

4.2.2-Caracterizacdo da populacao
Em todas as exploragcdes foram seleccionados por conveniéncia de acordo com a facilidade

para contencdo dos animais e mais facil recolha das amostras pretendidas, 40 animais de
diferentes faixas etarias ou fases produtivas, divididos da seguinte forma: vitelos, “cria da
espécie bovina que esteja em aleitamento ou até aos 6 meses de idade” (n=10); novilhas,
“animal da espécie bovina com mais de 6 e menos de 24 meses de idade e que ainda ndo tenha
parido” (n=10); vacas em lactacdo, animais apds o primeiro parto ou seguintes (n=10) (Diario
da Republica, 1.2 série — N.° 111 — 9 de Junho de 2009, Portaria 638/2009 Capitulo 1, artigo
2°, alineas a,c) e vacas no periodo de secagem (n=10). Os animais foram assim escolhidos
para tentar compreender em que momento da fase produtiva da exploracdo existe maior
influéncia parasitaria e tentar relaciona-lo com diferencas existentes entre 0 maneio de cada
grupo de animais. Globalmente a amostra distribuiu-se segundo o indicado na Tabela 6. No
entanto, houve amostras que ndo foram possiveis de analisar, por ndo se encontrarem em
condicdes devido a mau acondicionamento e/ou identificacdo. Os vitelos ndo possuem maneio
diferenciado entre exploracbes, no que se refere ao acesso a pastagem, pelo que serdo

abordados em conjunto.

Tabela 6- Composicao e distribuicdo da amostra de fezes colhidas em 10 vacarias.
Vitelos Novilhas

Exploracoes < > Secas (Paridas e sem prod. leiteira) Lactacao Total
Intensivo 0 60 67 71 198
Semi-intensivo 0 40 30 30 100
Sem maneio

diferenciado 82 0 0 0 82
Total 82 100 97 101 380
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Em relacdo aos vitelos foi possivel recolher informacéo relativa a sua idade e que se apresenta

na Tabela 7.

Tabela 7- Distribuicdo relativa e absoluta das idades dos vitelos amostrados.

3 semanas - 2 meses 2 Meses - 6 meses
53 \ 19 \ 10 \ 82
64,6% 23,2% 12,2% 100%

4.2.3-Caracterizacdo da amostra
As amostras foram obtidas nas exploragcdes em regime intensivo entre os meses de dezembro

de 2012 e marco de 2013, e nas exploracOes de regime semi-intensivo nos dias 14 e 15 de
abril de 2013. Estas datas foram escolhidas de acordo com a disponibilidade do autor e dos
produtores.

As amostras foram obtidas directamente da ampola rectal dos animais, com luva de palpacéo
rectal, a excepcao dos vitelos em que as amostras foram colhidas em sacos de plastico ap6s
prévia estimulacdo do esfincter anal com o dedo indicador. Nas situacBes em que ndo era
possivel a contencdo dos animais, ndo era realizada a colheita das amostras fecais
directamente do anus, pelo que se aguardava até que os animais defecassem, sendo
posteriormente recolhidas do solo aproveitando a parte das fezes mais superficial e menos
contaminada com residuos do solo. Apoés a colheita das amostras, a luva e 0s sacos de plastico
eram invertidos, retirava-se o ar do seu interior e eram fechados com um nd. Posteriormente
eram identificadas com o nimero de casa do animal a que correspondia a amostra utilizando
caneta de tinta plastica. Os mesmos nimeros de casa eram igualmente registados numa tabela,
juntamente com informacdo relativa a cada animal, data do Gltimo parto, data de nascimento,
data da Gltima desparasitacdo e média de producdo leiteira, quando era possivel obter esta
informacdo. As amostras eram posteriormente refrigeradas em mala térmica com placa de
refrigeracdo ou quando necessario colocadas no frigorifico entre 3°C a 6°C até ao dia da

andlise laboratorial, ndo tendo sido ultrapassados os 5 dias nestas condicdes.

4.2.4-Analise Laboratorial
A analise laboratorial foi efectuada no Laboratério de Doencas Parasitéarias da Faculdade de

Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa. A cada amostra foi atribuido um nimero de
identificagcdo para conveniéncia na analise e processamento de dados. Todas as amostras
foram sujeitas a analises coproldgicas: McMaster, Willis (Madeira de Carvalho, 2001) e
Baermann (Alho et al., 2013). Nas amostras de vitelos efectuaram-se também esfregacos

fecais com a coloragdo de Ziehl-Neelsen modificado para pesquisa de Cryptosporidium spp.
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(Madeira de Carvalho et al., 2011). As amostras provenientes das trés exploragdes de regime
semi-intensivo foram ainda sujeitas as técnicas de Sedimentacdo simples (Madeira de
Carvalho, 2001). Em duas destas exploragdes realizou-se ainda a técnica de McMaster
modificado (Concei¢do, Durdo, Costa & da Costa, 2002) num pool de amostras de cada dez
animais para pesquisa de ovos de trematodes.

Realizaram-se também coproculturas a partir de pools de amostras de 5 animais de cada grupo
e de cada exploracdo (Madeira de Carvalho, 2001). Posteriormente procedeu-se a
identificacdo dos géneros e espécie das L3 (Dikmans & Andrews, 1933; McMurtry et al.,
2000; van Wyk et al., 2004).

Métode de Willis ou de flutuacdo

Esta técnica assenta no principio de que o material parasitario presente nas fezes € menos
denso que o fluido com o qual é emulsionado, permitindo assim a sua flutuacdo no topo do
recipiente em que se encontram. Existem diversas substancias que podem ser usadas como
solucBes de flutuacdo, cada uma com as suas vantagens e desvantagens e eficacia variavel
consoante 0 material parasitario existente. A solucdo utilizada, foi a solucdo saturada de
glucose, que se obtém facilmente através da dissolucdo 200 a 300 g do vulgar agucar de
cozinha em 1 litro de 4gua. Podia também ser utilizada a solucéo saturada de cloreto de sodio,
o vulgar sal de cozinha. Apesar de ambas se encontrarem facilmente disponiveis e serem
relativamente baratas, a solucdo saturada de glucose € preferivel por ndo cristalizar com tanta
facilidade, ndo distorsionar os ovos tdo rapidamente e ter ainda a vantagem de ser mais eficaz
para a flutuacdo de ovos de nematodes e cestodes de maior densidade (Zajac & Conboy,
2012). Esta técnica é usada com o objectivo de verificar se existem ou ndo ovos de
nematodes, cestodes ou oocistos, sendo usada quando a finalidade do estudo € apenas efectuar
um diagnostico parasitolégico qualitativo. Esta técnica apesar de ndo ser quantitativa, permite
deduzir a intensidade da infeccdo expressando-se em ligeira ou leve, média, forte ou intensa.
Sendo uma técnica qualitativa ndo € muito relevante a quantidade de fezes que sdo analisadas
nem o volume de solucéo saturada, no entanto esta foi efectuada em simultdneo com a técnica
que sera apresentada a seguir aproveitando o seu protocolo (Madeira de Carvalho, 2001)
(Anexo 1). Quando eram detectados ovos ou oocistos registava-se a sua presenca, e
identificavam-se como pertencentes a coccideas (COC), estrongilideo gastro-intestinal (EGI),

céstode ou mista, quando mais de um destes tipos de ovos se encontrava presentes.
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Contagem de ovos por grama de fezes (OPG), através do método de McMaster

Esta técnica foi descrita pela primeira vez por Gordon & Whitlock (1939) para contagem de
Estrongilideos em ovinos e mais tarde modificada por Roberts & O’Sullivan (1950) para ser
aplicada em bovinos. A técnica utilizada foi uma modificacdo destas duas (Madeira de
Carvalho, 2001; Anexo 1). E um método quantitativo que, ao contrario do método anterior,
exije a padronizacao, e assim a quantidade de fezes e o volume de solucéo saturada s&o muito
importantes, sendo necessario proceder a sua mensuracdo. Permitem-nos através da seguinte

férmula matematica estimar a quantidade de ovos por grama de fezes (OPG).

(volume de sol. saturada + quantidade de fezes) /quantidade de fezes

OPG = N° de ovos na cimara X e
Teste de Baermann

Esta técnica foi utilizada para o diagnéstico de helmintoses pulmonares através do isolamento
da larva L1 (Alho et al.,, 2013; Anexo 2). A identificacdo é baseada na presenca de
caracteristicas identificativas morfoldgicas, presenca de granulos de glicogénio no interior do
seu aparelho digestivo e a presenca de apéndice cefalico, e também comportamentais,
movimentos ténues e discretos quando comparados a outros géneros de nematodes e a outros
estadios de desenvolvimento (Zajac & Conboy, 2012; RCV/FAO, 2014a).

Esfregacos fecais

Técnica de Ziehl-Neelsen modificado foi descrita pela primeira vez por Henriksen & Pohlenz,
(1980), como sendo uma técnica que permite pesquisar oocistos de Cryptosporidium spp. A
técnica utilizada foi uma modificacdo da técnica anterior (Madeira de Carvalho et al., 2011)
que se baseia no principio de que os oocistos podem ser corados com fucsina e reter o corante
apos o procedimento de descoloracdo com alcool (Anexo 3). A observacdo dos esfregacos
para pesquisa dos oocistos foi efectuada ao microscopio éptico, com ocular de 10x e objectiva
de 100x ou imersdo. Consideraram-se como oocistos de Cryptosporidium spp., todas as
estruturas esféricas ou sub-esféricas de cor rosa brilhante e com granulagdes ou esporozoitos
com aspecto semelhante a uma banana no interior, e com dimensdes que variaram entre 4,5 —
5,4 pym x 4,17 — 5,0 um. Cada lamina foi observada por um periodo sensivelmente de 15

minutos, nunca se efectuando um varrimento total de cada lamina.
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Sedimentacao simples

E também baseada na diferenca de densidades que existe entre o liquido de dilui¢do, de
densidade média, os elementos parasitarios relativamente mais pesados e as particulas
alimentares, geralmente mais ligeiras (Madeira de Carvalho, 2001). E uma técnica simples de
executar e que exige apenas material rudimentar, mas requer algum tempo para que ocorra
sedimentac&o. E a técnica utilizada para ovos densos e pesados dos trematodos e também de
alguns céstodos, nomeadamente anoplacefalideos. Esta técnica foi realizada aproveitando o
procedimento do Anexo 1 descrito e realizado em conjunto para as outras técnicas, McMaster
e Flutuacdo (Madeira de Carvalho, 2001). Ap6s um periodo de 12 a 24 horas de repouso e
sedimentagdo, removeu-se 0 sobrenadante e pipetou-se o sedimento para uma lamina, corou-
se com uma a duas gotas de azul-de-metileno, colocou-se uma lamela e observou-se ao
microscopio Optico em ampliacdo de 100x. Ao microscopio 6ptico procurou-se identificar

ovos de coloracdo dourada sobre um fundo azul com alguma matéria vegetal.

Sedimentacdo por McMaster modificado

Este método foi descrito por Conceicdo et al. (2002), a qual modificou o método original
(Gonzalez-Lanza, Manga-Gonzalez, Del-Pozo-Carnero & Hidalgo-Arguello, 1989),
reduzindo os tempos de sedimentacdo e adicionando a solucdo detergente a 5%. Este método
(Anexo 4), serve para deteccdo e contagem de ovos de Fasciola hepatica e outros trematodos

em OPG segundo a seguinte formula:

volume de solugio total /quantidade de fezes
volume da camara

OPG = N° ovos na camara de McMaster X

Coprocultura e identificacdo das larvas L3

As coproculturas permitem identificar determinados grupos de parasitas cujos ovos sao muito
semelhantes no momento da postura, nomeadamente os nematodes da Ordem Strongylida,
permitindo através da sua eclosdo e desenvolvimento das L3 infectantes distinguir as
diferentes espécies e géneros com base em caracteristicas morfologicas e morfométricas da
prépria larva (Dikmans & Andrews, 1933; McMurtry et al., 2000; van Wyk et al., 2004),
tornando este método de grande utilidade para o diagnostico e que serve como complemento
dos métodos anteriores. O tempo de passagem de ovo a L3 é variavel consoante o género, no
entanto procura-se através da coprocultura simular parametros ambientais que permitam a
evolucdo em simultaneo de parasitas mais e menos precoces. A técnica utilizada é apresentada

no Anexo 5.

55



Ap0s a coprocultura e recolha das larvas L3, foi possivel a identificacdo do género e por vezes
até da espécie, com base em diversos trabalhos (Dikmans & Andrews, 1933; McMurtry et al.,
2000; van Wyk et al.,, 2004) e da chave-dicotdbmica do Royal College of Veterinary
Surgeons/Food and Agriculture Organization (RCV/FAO, 2014b) apresentada no Anexo 6.

Inquérito aos produtores
Foram realizados inquéritos aos produtores (Anexo 7) para obter mais informagGes sobre o

maneio dos animais e mais facilmente interpretar os resultados das analises efectuadas.

Anélise estatistica

A estatistica descritiva foi efectuada através do programa Microsoft Excel 2010°.

Na analise estatistica e para melhor interpretar os resultados foram calculadas pelo método de
regressdo logisticas as probabilidades das amostras terem ovos nos resultados dos testes de
McMaster, de flutuagdo/Willis e na combinacdo de ambos os testes. Tendo sido atribuida uma
variavel bindria com dois valores possiveis (presenca de ovos “1” ou auséncia de ovos “0”)
aos resultados. Tendo sido utilizado o programa SAS® (Version 9.2, SAS Institute Inc., Cary,

NC) Proc mixed para a obtencdo destes resultados.

4.3-Resultados

Os resultados serdo apresentados de acordo com a técnica efectuada e posteriormente em
funcdo das principais variaveis analisadas. Dentro de cada técnica tentar-se-4 estabelecer
relacdes e fazer diferenciacOes entre os diferentes tipos de animais e maneio da exploracdo de
onde era proveniente a amostra analisada tendo sempre em consideracdo a informacéo que foi

possivel obter nas exploragdes junto dos produtores e atraves dos inquéritos.

4.3.1-Estatistica descritiva

McMaster

As contagens de OPG de fezes de parasitas Estrongilideos gastrointestinais (EGIs) nos
animais de exploragfes com maneio “Intensivo” foram inferiores aos animais de maneio
“Semi-intensivo” (Tabela 8, Gréafico 1). Nos animais em exploracdes em regime “Semi-
intensivo” os resultados variaram consoante a fase produtiva, ‘“Novilhas”, “Secas” e
“Producdo”; tendo as contagens de OPG nas fezes dos animais em “regime semi-intensivo”
sido mais elevadas nas “Novilhas”, intermédias nas vacas “Secas” e menores nas vacas em
“Producao”. Os “Vitelos” apesar de serem filhos de vacas de maneio diferenciado, em
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“Intensivo” e “Semi-intensivo”, possuem igual maneio, e foram contabilizados todos no

mesmo grupo; apresentando também contagens baixas de OPG nas fezes, com valores

semelhantes aos das “Novilhas”, vacas “Secas” e em “Lactacdo” de maneio “Intensivo”.

Tabela 8- Frequéncias absolutas do método de McMaster para contagem de EGIs.
50<100 OPG

Exploracéo/
animais

Vitelos
Novilhas
Secas
Lactacdo
Total

<50

Intensivo

60
66
71

OPG

Semi-intensivo

81

26
25
27

Intensivo

Semi-
intensivo

Total

Intensivo

82
60
67
71

Semi-
intensivo

40
30
30

356

13

100200 OPG
Semi-
Intensivo intensivo
0
0
0
0
10

200<400 OPG
Semi-
Intensivo intensivo
0
0 1
0 0
0 0
1

380

Gréfico 1- Distribuigdo relativa dos valores de EGIs da técnica de McMaster por

animais.
100% -

80% -

60% -

40% -

20% -

0% -

Intensivo Semi-
intensivo
Vitelas Novilhas

Intensivo

Semi-
intensivo

Intensivo

Semi-

cada grupo de

H200<400
OPG
©100=<200
OPG

B 50<100
OPG

m <50 OPG

intensivo

Producéo

Os casos com contagens de oocistos por grama de fezes (0PG) mais elevados, ocorreram em

“Vitelas” (Tabela 9, Grafico 2). No entanto, foi nas “Novilhas” de maneio “Intensivo” que

existiu mais frequentemente a presenca de oPG de fezes, apesar de nestes casos as contagens

ndo serem tdo elevadas como nos casos anteriores.

Em relagdo ao regime “Semi-intensivo”, as contagens de oPG de fezes foram baixas nas

“Novilhas” ¢ nas vacas “Secas”, existindo no entanto algumas vacas em ‘“Lacta¢do” com

contagens de oPG intermédias.

Tabela 9- Frequéncias absolutas do método de McMaster para contagem de coccideas de Eimeria spp.

Exploracéo/
animais

Vitelas
Novilhas
Secas
Lactacdo
Total

<50 oPG
Semi-
Intensivo intensivo

77

50<400 oPG
Semi-
Intensivo  intensivo

2

400<800 oPG
Semi-
Intensivo  intensivo

1

>800 oPG
Semi-
Intensivo intensivo

2

Total
Semi-
Intensivo | intensivo

82

40
68
71

40

29

26
351

17

23

60
67
71

40
30
30

380
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Grafico 2- Distribuicdo relativa dos valores de oocistos de Coccideas obtidos através da técnica de

McMaster.
100% 7 | ]

80% - m >800 oPG

60% - 7400=<800
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40% - m 50<400 oPG

20% - m <50 oPG

0% -
Intensivo Semi- Intensivo Semi- Intensivo Semi-
intensivo intensivo intensivo

Vitelas Novilhas Lactacdo

Método de Willis ou de flutuacédo
O teste de Willis apresentou resultados muito varidveis entre os diferentes tipos de maneio
“Intensivo” e “Semi-intensivo”, e entre os diferentes grupos de animais “Vitelas”, “Novilhas”,

vacas “Secas” e vacas em “Lactagdo” (Tabela 10).

Tabela 10- Frequéncias absoluta dos resultados do método de Willis ou flutacéo.

NEE Y Positiva Total EGI Coccidea Cestodes Mista
Tipo de : . . . . . .
~ Semi- Semi- Semi- Semi- Semi- Semi- Semi-

eXpl oracao: | Int. intensivo | INt. intensivo | INt. intensivo | INt. intensivo | INt.  intensivo | INt. intensivo | INt. intensivo
Vitelas 70 12 82 2 10 0 0
Novilhas 33 14 27 26 60 40 4 25 24 2 0 0 1
Secas 61 17 6 13 67 30 3 11 3
Lactacdo 65 13 6 17 71 30 0 13
Total 273 107 380 58 51 4 6

Apenas pouco mais de um quarto (28,2%) das amostras submetidas ao teste de Willis
apresentaram ovos ou 00Cistos.

Em relagdo a presenga de ovos e de oocistos, “Positivos”, em cada grupo de animais da
mesma fase produtiva (Gréfico 3), esta foi notoriamente mais evidente nas “Novilhas”,

seguida das vacas em “Lactagédo”, das “Secas” e por Gltimo das “Vitelas”.
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Grafico 3-Frequéncia relativa de infeccdo parasitaria entre os diferentes grupos de animais detectada

através do método de Willis.
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Foram detectados ovos de “cestodos” (Figura 1A), “EGI” (Figuras 1B e 1C), e oocistos de
“coccideas” e em determinadas ocasides foi demonstrada infec¢do “mista” com oocistos e

ovos de “EGI”.

Figura 1- Exemplos de ovos detectados através da técnica de Willis.. (Fotografias originais). A-
Moniezia benedeni (Ampliacao de 200x), B- EGI (Ampliagao100x), C- EGI (Ampliacéo de 200x)

A distribuicdo relativa dos testes de Willis foi muito variavel. Através do (Gréfico 4) pode-se
constatar que 12,2% das amostras correspondentes as “Vitelas” e 38,3% das amostras
correspondentes as “Novilhas” de maneio “Intensivo” apresentaram coccideas. As amostras
correspondentes aos animais de maneio “Semi-intensivo”; “Novilhas”, “Secas” e vacas em
“Lactagdo”; apresentaram uma elevada percentagem de ovos de EGI, principalmente as

correspondentes as “Novilhas” com 60% destes ovos.

Grafico 4- Distribuicao relativa dos testes de Willis.
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Técnica de Baermann

N&o houve qualquer resultado positivo na realizagéo desta técnica.

Sedimentacao simples

Nesta técnica ndo foi detectado qualquer resultado positivo.

McMaster modificado

Os seis pools de amostras efectuados para pesquisa de ovos de trematodos apresentaram
resultados variados (Tabela 11). Apenas numa das vacarias foram detectados ovos de
Paramphistomum sp. (Figura 2), quer em vacas “Secas”, quer em vacas em “Lactagdo”. Os

ovos detectados tinham um eixo maior médio de 132, 5 um e um eixo menor de 72,5 um

Tabela 11-Frequéncia relativa dos resultados do teste de McMaster modificado em pools de dez
amostras de duas vacarias em regime semi-intensivo.

Semi-intensivo Novilhas Secas Lactacéo
Exploracéo A 0 OPG 21 OPG 29 OPG
Exploragdo B 0 OPG ‘ 0 OPG ‘ 0 OPG

Figura 2- Ovo de Paramphistomum sp. detectado através do método de McMaster Modificado.
(Ampliacéo de 200x. Fotografia original).

Coprocultura

Apenas em 15% das coproculturas realizadas foi possivel detectar larvas e proceder
posteriormente & sua identificagdo. As larvas mais frequentemente detectadas neste teste
(Gréfico 5), foram as pertencentes ao género Ostertagia (Figura 3A) correspondendo a 56,1%
de todas as larvas recuperadas e identificadas, seguidas do género Cooperia (Figuras 3C e 3D)
(28,3%), Trichostrongylus (Figura 3E) (11,8%), Haemonchus (Figura 3B) e
Oesophagostomum/Chabertia com igual percentagem (1,7%) e por ultimo o género
Strongyloides (0,4%).
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Grafico 5- Frequéncia absoluta dos géneros de larvas detectados e identificados em todas as
coproculturas.

Haemonchus
Strongyloides

Oesophagostomum/Chabertia

Trichostrongylus
Cooperia
Ostertagia 56,1%
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Figura 3- Larvas no estadio L3 detectadas ap6s coprocultura. (Fotografias Originais) A- Ostertagia
(Ampliacdo de 200x), B- Haemonchus (Amplia¢do de 100x), C e D- Cooperia (Ampliacdo de 200x),
E- Trichostrongylus (Ampliacéo de 200x).

Esfregagos fecais

A presenca de Cryptosporidium spp. (Positivo) (Figura 3) ou a sua auséncia (Negativo) foi
varidvel entre as amostras das diferentes vacarias (Tabela 12), tendo sido observadas 35

amostras positivas e 50 amostras negativas.

Tabela 12- Frequéncias absolutas dos resultados dos esfregacos fecais.

Vacarias Positivo Negativo Total
1 0 5 5
2 6 4 10
3 2 8 10
4 2 3 5
5 3 7 10
6 5 2 7
7 7 3 10
8 3 4 7
9 3 7 10
10 4 4 8
Total 35 47 82

Em relacdo a frequéncia relativa, 42,68% das amostras pesquisadas para Cryptosporidium sp.

foram positivas.

61



Figura 3- Oocistos de Cryptosporidium sp. detectados em esfregaco fecal corado pela técnica de Ziehl
Neelsen modificada. (Ampliacdo de 1000x). (Fotografia original).

Tratamento

De acordo com os inquéritos, apenas 108 animais foram desparasitados, dos quais 53 foram
animais provenientes de exploracGes de maneio intensivo e 45 de explora¢cbes com maneio
semi-intensivo. Os anti-helminticos administrados variaram na molécula e na altura em que

foram administrados (Tabela 13).

Tabela 13- Anti-helminticos administrados aos animais.
ivermectinae ivermectinae

Fase . clorsulon clorsulon ivermectina | ivermectina ivermectina
rOdUtlva (Alverin plus®) Closamectin f* © in® in® Total
Novilhas 0 0 10 10 10 30
Dias desde o

tratamento 31 >180

Lactacéo 9 10 0 12 10 41
Dias desde o

tratamento 263(+/-125,23) >300 193,33(+/-94,13) >120

Secas 6 10 0 11 10 37
Dias desde

tratamento 36,5(+/-28,9) >300 15,7(+/-12,5) <60

Total 15 20 10 33 30 108

Associando a informacéo relativa dos animais tratados aos resultados do teste de McMaster,
constatamos que ao nivel da frequéncia relativa existem poucas diferengas entre animais
tratados e ndo tratados (Grafico 6).

Grafico 6- Frequéncia relativa dos resultados do teste de McMaster em animais tratados e sem
tratamento anti-helmintico

100% 71 g98% 91,1%
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60% ® Tratamento
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74% 6,3% 28% 2.1% 0% 0.5%
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4.3.2- Andlise estatistica

A distribuicdo dos resultados dos testes quantitativos (McMaster) nas amostras apresentaram
muitos “zeros” (<50 OPG) pelo que a distribui¢do dos resultados € ndo normal (skewed) e

desta forma apresentam limitacGes para se analisarem discriminativamente (Gréafico 7).

Gréfico 7- Distribuicdo dos resultados de McMaster nas amostras analisadas
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As probabilidades dos animais possuirem OPG de EGI em cada um dos testes efectuados ou
num dos testes, foram calculadas para as diferentes variaveis: “tratamento” (Tabela 14), “tipo
de exploracdo” (Tabela 15) e “fase produtiva” (Tabela 16) de forma Unica e “tratamento” e
“tipo de exploracdo” combinadas (Tabela 17). Os resultados demonstram que geralmente é
mais provavel encontrar OPG de EGI através do método de Willis do que pelo método de
McMaster, mas a combinacdo dos dois métodos pode aumentar a probabilidade de se detectar
OPG na mesma amostra (Tabelas 14,15,16 e 17). Em relacdo ao tipo de exploracdo (Tabela
14, Gréfico 8), as probabilidades de detectar OPG sdo maiores nas exploragdes de maneio
“semi-intensivo”, e por cada dois animais amostrados é provavel conseguir-se detectar OPG.
Em oposicdo é muito pouco provavel detectar ovos nos animais em regime “intensivo”

independentemente da dimensdo da amostra.

Tabela 14- Valores das probabilidades de deteccdo (e respectivos IC de 90%) de ovos de EGI em
funcéo do tipo de exploracdo nos testes de flutuacdo, de McMaster e em ambos.

Variavel Probabilidade de detectar ovos Probabilidade de detectar ovos de Probabilidade de detectar ovos de
de EGI com McMaster EGI com flutuacéo EGI em pelo menos um dos
métodos
Tipo de exploracdo Probabilidade Intervalo de Probabilidade Intervalo de Probabilidade Intervalo de
confianga 90% confianca 90% confianca 90%
Nada® 1.2 0.22-5.9 2.4 0.7-7.3 35 1.4-8.8
_ Semi- 24.0° 17.7-3L7 46.0° 38.0-54.2° 49.0° 10.9-67.2°
intensivo
Intensivo 1.0 0.3-3.2 4.0 2.2-7.1 45 2.6-7.7

IManeio indiferenciado nos vitelos.
*
Valores com diferencas entre as variaveis (verde).
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Grafico 8- Probabilidade de detectar ovos de EGI através do método de flutuacdo, segundo o tipo de
exploragdo
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No que se refere a varidvel fase produtiva (Tabela 16, Gréfico 9), os “Vitelos” sdo 0 grupo
que apresenta menor probabilidade de eliminar OPG, em seguida as vacas “secas” e as vacas
em “produgdo” com semelhantes valores de probabilidade de apresentarem OPG, por Gltimo

as “Novilhas” s@o o grupo que apresentam a maior probabilidade de encontrar OPG.

Tabela 15- Valores das probabilidades de deteccdo (e respectivos IC de 90%) de ovos de EGI em
funcdo da fase produtiva nos testes de flutuacdo, de McMaster e em ambos.

Variavel Probabilidade de detectar ovos Probabilidade de detectar ovos de Probabilidade de detectar ovos de
de EGI com McMaster EGI com flutuagéo EGI em pelo menos um dos
métodos
Fase produtiva Probabilidade Intervalo de Probabilidade Intervalo de Probabilidade Intervalo de
confianca 90% confianca 90% confianga 90%
Novilhas 15.0 10.0-21.9 27.0 20.3-34.9 27.0 20.3-34.9
Vitelas 0.2 0.25.9 20 0773 35 1488 |
Lactacdo 5.0 2.4-10.0 13.9 9.1-20.6 15.8 10.7-22.8
Secas 6.2 3.2-11.7 134 8.6-20.2 155 10.3-22.5

*
Valores com diferencas entre as variaveis (verde).

Grafico 9- Probabilidade de detectar ovos de EGI pelo método de flutuacdo, segundo a fase produtiva
dos animais
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Em relacdo a variavel tratamento analisada individualmente (Tabela 14, Gréfico 10) nédo

influencia a probabilidade de detectar OPG nas amostras analisadas no geral.
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Tabela 16- Valores das probabilidades de deteccdo (e respectivos IC de 90%) de ovos de EGI em

funcdo do tratamento nos testes de flutuacdo, de McMaster e em ambos
Variavel

Probabilidade de detectar ovos
de EGI com McMaster

Probabilidade de detectar ovos de

EGI com flutuacéo

Probabilidade de detectar ovos de

EGI em pelo menos um dos

métodos

Tratamento Probabilidade Intervalo de Probabilidade Intervalo de Probabilidade Intervalo de
confianca 90% confianca 90% confianca 90%

Sim 7.7 45-12.9 19.7 14.3-26.4 21.4 15.8-28.3

Nao 6.8 4.6-9.8 12.4 9.4-16.1 13.6 10.4-17.4

Gréfico 10- Probabilidade de detectar ovos de EGI no método de flutuacdo, segundo a presenca e a
auséncia de tratamento
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Em relacdo as varidveis tratamento e tipo de exploracdo quando combinadas existem
diferencas entre elas (Tabela 17). Confirmando uma vez mais que 0S animais em semi-
intensivo tém maior probabilidade de apresentar ovos e que nestes casos 0 tratamento
interfere negativamente nestes valores. Ao contrario, no maneio semi-intensivo o tratamento
tem um efeito positivo nas contagens de ovos (Grafico 11).

Tabela 17- Valores das probabilidades de deteccdo (e respectivos IC de 90%) de ovos de EGI em
funcdo das varidveis tratamento e tipo de exploracdo nos testes de flutuacdo, de McMaster e em

ambos.

Probabilidade de detectar
ovos de EGI com flutuacédo

Probabilidade de detectar
ovos de EGI com McMaster

Probabilidade de detectar ovos de
EGI em pelo menos um dos
métodos

Variaveis

Tratamento Tipo de Probabilidade Intervalo de Probabilidade Intervalo de Probabilidade Intervalo de

exploragéo confianca 90% confianga 90% confianga 90%

Sim Semi- 17.8 10.2-29.1 3Ll 21.0-434° 60.0° 4887027 |
intensivo

Né&o Semi- 291 20.1-40.1 58.2° 47.069.0° 355 248-480° |
intensivo

Sim | Intensivo 16 0378 [IEY 61195 T 61195 |

Nao Intensivo 0.7 0.1-38 0.7 0.1-3.8" 15 05-46

¥
Valores com diferencas entre as variaveis (verde).

Grafico 11- Probabilidade de detectar ovos de EGI através do método de flutuacdo, segundo a fase

produtiva dos animais e a presenca ou auséncia de tratamento
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4 5-Discussao

4.5.1-McMaster
Os resultados diferentes entre 0s animais em “semi-intensivo” e “intensivo” vém comprovar a

necessidade de existéncia de pastoreio para que o ciclo ndo parasitario dos EGI no meio
ambiente possa ocorrer, e posteriormente, dar-se a infeccdo do animal por ingestdo de L3
infectantes com a pastagem contaminada.

Relativamente aos “vitelos”, as contagens de OPG foram reduzidas em todos 0s animais
porque a maioria (64,6%) tinha idade inferior ao periodo pré-patente médio das infeccdes por
nematodes EGI (geralmente 3 semanas), exceptuando o género Nematodirus, e 0 género
Strongyloides normalmente de uma e duas semanas respectivamente (Radostits, Gay,
Hinchcliff & Constable, 2007). Nos animais com idade superior & média dos periodos pré-
patentes dos parasitas, a auséncia de OPG detectaveis pode justificar-se pelas praticas de
maneio que ndo favoreceram o desenvolvimento deste tipo de parasitas (alojados em hutches
individualmente nas primeiras semanas e posteriormente em parques de pequena densidade
animal sem qualquer acesso a areas de pasto) ou porque nas infec¢bes primarias os problemas
sdo provocados por fases parasitarias imaturas que ndo atingiram ainda a maturidade sexual
(Mafies & Vazquez, 2013). Em relacdo as restantes fases produtivas de regime “semi-
intensivo” os resultados estdo de acordo com o descrito na bibliografia: animais mais jovens
sdo mais susceptiveis a infeccdo por EGI e a medida que vdo contactando com o parasita 0s
animais vao-se tornando mais resistentes reflectindo-se numa menor eliminacdo de OPG em
vacas secas e em lactacdo quando comparadas com novilhas.

Em relacdo a técnica executada, € importante ndo esquecer a reduzida sensibilidade do teste e
apesar dos resultados estarem de acordo com a bibliografia descrita, devem ser analisados de
forma prudente, constituindo sempre uma aproximacao da carga parasitaria do animal. Existe
ainda a possibilidade dos parasitas adultos serem apenas do sexo masculino, as larvas no
interior do hospedeiro estarem em hipobiose ou enquistadas ou as formas parasitarias
presentes serem ainda imaturas sexualmente (Mafies & Vazquez, 2013). Isso torna possivel a
existéncia de parasitas no interior do animal que ndo eliminam ovos e o valor de OPG
detectado nas fezes corresponder a um valor subestimado da verdadeira carga parasitaria do
animal. Num estudo realizado em bovinos leiteiros em lactacdo sem acesso a pastagem
(Glenn et al., 1982) constatou-se que os resultados médios foram 2 OPG de fezes, que sdo
resultados que nos indicam que seria necessario aumentar mais de 20 vezes o limite de
deteccdo para detectar pelo menos um OPG e assim ser possivel explicar os resultados com

“<50 OPG” nos animais em regime “intensivo” e nos “vitelos”.
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De acordo com os resultados existem apenas 6,3% de animais com OPG de fezes detectados
no exame de McMaster, havendo entdo uma grande quantidade de animais em que a infeccéo
ndo existe ou ndo foi detectada, por razbes relacionadas com a sensibilidade da técnica ou
pelos motivos explicados anteriormente. Além disso, e principalmente nas vacas em lactacao
e secas, 0s OPG podem estar diluidos no grande volume de fezes que estes animais
constantemente eliminam e porque somente uma pequena por¢do (4g) de fezes é objecto de
anélise podem n&o ser detectados. No estudo de Perri et al. (2011) realizado na Argentina em
animais em producdo em regime de semi-intensivo com um limite de deteccdo cinco vezes
superior ao do presente estudo, apenas 25% dos animais apresentaram infeccdo, com uma
prevaléncia maior nos animais com maiores produgdes, demonstrando uma vez mais para a
dificuldade de se detectar OPG nas fezes dos animais menos susceptiveis a infeccdo (regime
intensivo). Sabe-se também, que Ostertagia ostertagi e outros estrongilideos gastrointestinais
tém a capacidade de entrar em hipobiose, o que pode interferir nas contagens de OPG de fezes
uma vez que nestas circunstancias as larvas podem estar presentes no interior dos individuos
sem evidéncia externa de elevadas contagens de ovos fecais (Gibbs, 1982).

Assim, conclui-se que 0 método de McMaster com limite de deteccdo de 50 OPG pode falhar
frequentemente na deteccdo de contagens baixas e o valor de OPG ndo pode ser estimado
(Levecke, De Wilde, Vandenhoute & Vercruysse, 2009). Neste sentido se as técnicas
utilizadas possuissem um maior limite de detec¢do, o método McMaster com um limite de
deteccdo de 25 ou 33 OPG, FECPAK com um limite de deteccdo de 10 OPG (Demeler et al.,
2009) ou 0o FLOTAC com limite de deteccdo de 1 a 2 OPG (Cringoli, 2004), talvez a
interpretagdo dos mesmos fosse um pouco diferente e mais facilmente se conseguiria
aproximar do verdadeiro valor de OPG e consequentemente melhor seria a estimativa da
infecdo parasitaria em cada animal.

No caso dos animais de regime “semi-intensivo” os resultados em determinadas situagoes
com valores de OPG >50 evidenciam a importancia do pastoreio, para que o ciclo parasitario
ocorra e torne os animais mais susceptiveis a infecgéo parasitaria.

Segundo Perri et al., 2011 a contagem de OPG nas fezes de nematodes préximo do parto pode
ser uma ferramenta muito Gtil para detectar os animais que devem ser tratados com anti-
helminticos com o objectivo de melhorar a producdo leiteira. No presente estudo também se
tentou investigar esta hipdtese através dos animais nesta situac¢do fisiologica (“secas”) quer
em regime semi-intensivo como em regime intensivo. No entanto ndo foram detectadas
quaisquer diferencas no nimero de OPG neste periodo comparando com 0s outros, embora
tambem n&o se tenha estudado o mesmo animal em fazes produtivas distintas. A bibliografia

contudo, defende que o aumento do nimero de OPG neste periodo pré-parto (peri parturient
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rise, PPR) se deve as fortes alteracdes enddcrinas que ocorrem neste periodo e que diminuem
a imunidade do animal (Barger, 1993; Sordillo, Contreras & Aitken, 2009), permitindo aos
parasitas proliferarem. Aqui provavelmente a utilizacdo de uma outra técnica, por exemplo
uma das apresentadas anteriormente, pudesse ser Util para testar esta hipotese, no entanto o
trabalho Perri et al., 2011 confirma a existéncia do PPR, mas néo revela qual aumento médio
de OPG neste periodo.

Existem outros factores alem dos apresentados (pastoreio e fisiologia no pré-parto) que
podem também ser responsaveis pelo aumento do valor de OPG nas fezes, relacionados com o
préprio parasita ou com imunidade do hospedeiro, podendo de acordo com Marfies & Vazquez
(2013), existir desinibicdo larvar com consequente maturacdo sexual em condi¢des favoraveis
ao parasita. Além da interpretacdo da condi¢cBes do hospedeiro, € conveniente aliar 0s
resultados deste teste aos resultados da coprocultura e interpretar ambos os testes em
conjunto, pois a carga parasitaria maior ou menor e os efeitos patogénicos dependem do

género parasitario e do seu potencial bidtico.

4.5.2-McMaster-Coccidiose (Eimeria)
No presente estudo através deste método a prevaléncia de oocistos nos animais amostrados foi

de 7,6%. Este valor foi inferior a prevaléncia (10%) do estudo realizado em vitelos
portugueses entre os 2 e os 50 dias de idade (Gomes, 2008) e as de um estudo na Holanda
(16% vitelos, 43% novilhas e 16% vacas adultas) (Cornelissen et al., 1995). No entanto, as
prevaléncias estdo dependentes da técnica utilizada e da propria sensibilidade da mesma, de
factores de maneio de cada exploracdo (higiene, alimentacdo e densidade animal) e
caracteristicas préprias dos animais (aquisicdo de imunidade); por estas razdes a comparagao
entre as prevaléncias destes estudos de forma superficial fornece muito pouca informagao.

As contagens de oocistos nos animais ndo foram muito elevadas, com uma média de 263 (+/-
471) oPG de fezes entre os animais em que se detectou o parasita, talvez por as condi¢cbes de
maneio e as instalagbes ndo favorecerem a permanéncia dos oocistos no ambiente das
exploragdes e consequentemente a posterior infeccdo dos animais. Os “vitelos” apesar de
constituirem o grupo com maior predisposi¢cdo para a infeccdo e para a presenga de doenga
clinica (Taylor & Catchpole, 1994), ndo foi o grupo que apresentou as prevaléncias de
infeccdo mais elevadas. Contudo, tal como no estudo de (Cornelissen et al., 1995) estes
animais apresentaram as contagens de oPG mais elevadas (um caso com 1350 e outro com
2250 oPG), aparentemente estes resultados pertenciam a vitelos com <21 dias de idade e com
cerca 2,5 meses. A justificacdo para estes dois resultados parece ser distinta. No caso do vitelo

mais novo pode ser por falta de imunidade: ao ter existido uma falha na transferéncia da
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imunidade passiva, que segundo Stilwell (2013) se encontram dentro do periodo conferido
pela imunidade colostral e apesar de se saber que a imunidade humoral desempenha apenas
uma papel secundario na infeccdo por coccideas, foi defendido que as células CD4" e outras
células linféides importantes na imunidade celular podem ser transferidas atraves do colostro
aos vitelos (Fiege, Klatte, Kollmann, Zahner & Birger, 1992; Faber et al., 2002) uma vez que
segundo os mesmo autores a imunidade celular é essencial para impedir a infecgdo, inclusive
na infecgdo primaria e as imunoglobulinas colostrais actuam de forma secundaria. No caso do
vitelo mais velho a razdo para uma quantidade de oocistos tdo elevada pode estar, segundo
Joachim (2002) citado em (Daugschies & Najdrowski, 2005), relacionada com uma quebra de
imunidade por stress, por exemplo devido ao desmame ou a existéncia de outras infeccdes
concomitantes (Bohrmann, 1991) que faz com que o ciclo das coccidias prossiga
desencadeando a eliminacdo de oocistos. Contudo estes sdo casos pontuais e a razao para a
baixa prevaléncia de infeccdo nos “vitelos” justifica-se pela correcta transferéncia de
imunidade passiva através do colostro, pois vemos que 64,6% (n=53) destes animais se
encontram no periodo abrangido pela imunidade colostral (3 semanas). Segundo Cornelissen
et al. (1995), o maneio praticado na recria dos vitelos pode ser a razdo principal para estes
resultados. As condi¢bes de alojamento individual nas primeiras semanas de vida e
posteriormente em parques em grupos nunca muito numerosos, com padrdes de higiene
elevados que incluem a mudanca frequente das camas, reduzem desta forma a ingestdo de
grande quantidade de oocistos e também a intensidade das infecgfes uma vez que estdo
directamente relacionadas com o numero de oocistos existentes no ambiente e que sdo
ingeridos pelos animais. Além disso uma reduzida infeccdo por oocistos induz imunidade
(Cornelissen et al., 1995). De acordo com este raciocinio podiam ter sido analisados outros
factores de risco para a ocorréncia da infeccdo. No entanto, como eram poucos casos, estas
relacBes ndo foram alvo de estudo, apesar de existirem estudos que comprovam a relacéo
entre a intensidade de infeccdo e a dimensdo do grupo (Klockiewicz et al., 2007; Lassen,
Viltrop & Jarvis, 2009) e de se saber que a adop¢do de medidas de higiene apropriadas séo
desfavoraveis a sobrevivéncia de oocistos no ambiente sendo muito importante na reducdo da
pressdo de infec¢do no grupo (Daugschies & Najdrowski, 2005).

Em relacdo ao grupo “Novilhas” foi 0 que apresentou maior prevaléncia, principalmente em
exploragbes de maneio “intensivo”. Cornelissen et al. (1995) documentam elevadas
prevaléncias neste grupo, contudo a sensibilidade da técnica utilizada no referido estudo foi
de 10 oPG com uma eliminacdo média de 20 oPG entre estes animais, 0 que comparando com
a prevaléncia de infecgdo de 20% no presente estudo e a menor sensibilidade do método

significa que podem existir muitos casos subdiagnosticados. Apesar das contagens oPG entre
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as “Novilhas” terem sido relativamente moderadas, na nossa opinido deve-se ter especial
atencdo as exploracdes onde a prevaléncia de infeccdo nestes animais foi maior uma vez que
de acordo com a fisiopatologia da doenga podem estar fortemente relacionadas com situagoes
de maneio deficientes que podem facilmente ser alteradas. O autor notou que as “Novilhas”
por ndo possuirem uma rotina didria de maneio constituiam o grupo mais nervoso e sabe-se
que o stress pode ser um factor predisponente da doenca em animais de diferentes idades
(Fitzgerald, 1967), cré-se poder ser uma possivel justificacdo para os resultados neste grupo
de animais. Mesmo néo tendo sido avaliados quaisquer parametros de stress, a prevaléncia
mais alta deste parasita coincidiu com as exploracdes onde a colheita de amostras foi
marcadamente mais complicada.

Os casos de infecgdo em regime “semi-intensivo” quatro casos em animais em “lactacdo” e
um caso em vacas “secas” reflectem que a imunidade adquirida através do contacto com este
parasita é possivel mas ndo é absoluta e inclusive os animais mais velhos podem eliminar
oocistos (Daugschies & Najdrowski, 2005), estando os resultados do presente estudo de
acordo com os de Cornelissen et al. (1995), ao demonstrarem ambos a possibilidade de
eliminacdo de oocistos em vacas de forma ligeira a moderada.

Uma limitacdo do estudo prende-se com a nao deteccdo de sinais clinicos de coccidiose e das
espécies que estavam presentes nos animais que eliminaram oocistos. Segundo Daugschies &
Najdrowski (2005) o dignostico clinico de coccidiose é confirmado pela presenga de sinais
clinicos e de oocistos de espécies patogénicas, porque apenas 0 numero de oocistos
eliminados ndo reflecte o grau de doenca clinica, sendo possivel que animais saudaveis
eliminem oocistos (espécies ndo patogénicas) e também o oposto, existirem animais que
apresentem sinais clinicos de doenga mas pelo facto da eliminacéo de oocistos ser transitoria
ou se encontrar ainda no periodo pré-patente ndo serem detectados oocistos no momento do
teste coproldgico (Holst & Svensson, 1994; Matjila & Penzhorn, 2002; Mafies & Vazquez,
2013). No entanto, quando o diagnostico quantitativo é > 5000 oPG a diferenciacdo dos
oocistos ndo é necessario para confirmar o diagnostico da doenca.

Assim, o controlo desta doenca e a baixa prevaléncia de infecgdo estdo relacionadas sobretudo
com aquisicdo de imunidade por exposi¢cdo continuada aos oocistos (Daugschies &
Najdrowski, 2005), e por préaticas de maneio e higiene adequadas, que assegurem por um lado
uma pressdo de infeccdo equilibrada o suficiente para gerar a imunidade capaz de prevenir
infeccdes e doencgas subsequentes (Conlogue, Foreyt & Wescott, 1984) e por outro nédo
excessivamente elevada que consiga quebrar a imunidade adquirida (Fitzgerald, 1967; Fiege
et al., 1992; Hooshmand-Rad, Svensson & Uggla, 1994).
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4.5.3-Willis ou Flutuacéo
Entre os dois testes McMaster e de Willis, para a deteccdo de EGI e Coc, existe uma

correlacdo grande de 0.57 (Hopkins, Marshall, Batterham & Hanin, 2009). Assim o0s
resultados para pesquisa de EGI e de COC através deste método sdo muito semelhantes aos
revelados e analisados no teste de McMaster. Desta forma, ndo sera efetuada uma analise a
deteccdo destes ovos e oocistos através deste método, aproveitando-se no entanto para avaliar
a técnica em si e somente os resultados que diferem dos enunciados anteriormente. A presente
técnica, ao ser um método qualitativo, é simplista revelando a presenca ou a auséncia de
infeccdo parasitaria e permitindo a identificacdo do parasita. Apesar de ndo ser um método tao
rigoroso permite-nos de forma mais simplista e rapida estimar a carga parasitaria dos animais,
tendo sido realizada em simultaneo para dar uma maior credibilidade aos resultados.

Importa referir que foram detectados através deste método ovos do céstodo Moniezia
benedeni em animais em “lactacdo”, quer em “semi-intensivo” quer em “intensivo”. Embora
necessitem de hospedeiros intermediarios, estes sdo muito abundantes na erva, e isso
possibilita que o ciclo ocorra com facilidade (Mafies & Vazquez, 2013) em ambos os tipos de
producdo. Esta presenca pode ser justificada por duas razdes: a) os tratamentos actualmente
aplicados sdo ineficazes no controlo de cestodes; e b) a dificil deteccdo destes parasitas. Em
relagdo a primeira, os farmacos habitualmente utilizados no controlo parasitario possuem
espectro largo frente a ecto e endo parasitas, e para terem actividade contra os cestodes teriam
de pertencer a classe dos benzimidazois (ou ao grupo do praziquantel), que sdo muito
raramente utilizados pelos sistemas de producdo, apesar das vantagens que podem ter por nao
possuirem IS no leite, nomeadamente o febendazol. O segundo motivo relaciona-se com a
prépria epidemiologia do parasita, com forte sazonalidade dependente do acaro e também da
proporcdo de ovos existentes no ambiente, que aliada a uma vida média curta do parasita
adulto, a um periodo patente curto (Mafies & Véazquez, 2013) e a sinais clinicos pouco
especificos, faz com que a sua deteccdo seja invulgar. Uma vez que existe a capacidade dos
animais adquirirem imunidade e se tornarem resistentes a infecgéo, estes resultados reflectem
que a infeccdo estd presente independentemente do tipo de maneio em quantidade suficiente
para permitir a imunidade e ndo provocar prejuizos. No entanto deve continuar a ser vigiada
porque em animais jovens pode provocar doenga quando as infec¢Oes sdo intensas (Mafies &
Vazquez, 2013).

Em relacdo aos resultados de “Mista” (quando infec¢des concomitantes de “EGI” e “COC”
estdo presentes), registou-se somente em seis animais, cinco dos quais em “‘semi-intensivo”.
Apesar de serem poucos casos e estas infeccGes poderem estar relacionadas com uma quebra

de imunidade provocada por “EGI” favorecendo o aparecimento de “COC” ou ao contrario,
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estes resultados parecem mais ser justificados pelos ciclos parasitarios e porque as condicdes
que predispdem a infeccdo de cada um destes parasitas serem distintas e nas circunstancias do

nosso estudo raramente estiveram reunidas.

4.5.4-Sedimentacéo simples
N&o foi possivel detectar qualquer ovo de trematodo atraves desta técnica, embora seja a

técnica de eleigcdo utilizada em rotina de laboratorio para a deteccdo destes parasitas. Uma
possivel justificacdo para estes resultados pode ser a auséncia de infeccdo ou 0s ovos nao
estarem a ser eliminados no periodo em que foi efetuada a amostragem, uma vez que mesmo
nos animais no periodo patente a eliminacdo de ovos pode ser intermitente (Taylor &
Andrews, 2004). No entanto Gomes (2012) demonstrou que esta técnica pode ser pouco
sensivel para detectar ovos de trematodes, existindo outras que conseguem demonstrar a
presenca de ovos destes parasitas inclusive em ocasifes em que pelo método de sedimentacao
simples n&o foi possivel. O que nos faz indagar sobre a fiabilidade destes resultados negativos
apesar de Rapsch et al. (2006) terem descrito uma sensibilidade de 69% através da utilizacao

deste método.

4.5.4-McMaster modificado
Através deste método foi possivel, tal como no estudo de Gomes, (2012), detectar ovos de

trematodes em amostras que previamente tinham sido negativas a pesquisa pelo método de
sedimentacdo simples. Os ovos neste estudo foram identificados como pertencentes ao género
Paramphistomum. Em Portugal existem relatos sobre a detec¢do destes parasitas nos
matadouros e nas salas de desmancha e de limpeza das visceras bovinas (Silva Leitdo, 1983),
no entanto ndo ha relatos dos seus efeitos negativos na producdo de leite. Estudos recentes
noutros paises revelam resultados e opinides diversas: que defendem que o parasita pode estar
associado a doencas gastrointestinais, a quebras de producédo, perda de peso e diminui¢do da
producdo de leite (Spence, Fraser & Chang, 1996) e em determinadas ocasides inclusivamente
podem provocar a morte (Dorchies et al., 2002). De acordo com um estudo epidemiolédgico
recente em Franca a prevaléncia destas infec¢cGes em bovinos na Natureza passou de 5,9% em
1990 para 44,7% em 1999 (Christian Mage, Bourgne, Toullieu, Rondelaud & Dreyfuss,
2002), facto que nos deixa apreensivos pois situacdo semelhante podera estar a ocorer em
Portugal.

Os animais detectados no presente estudo como infectados por este parasita, eram animais
adultos, vacas secas e vacas em lactacdo que ndo tinham sido previamente desparasitados,

provenientes de uma exploracdo em regime “semi-intensivo” em pastagem de regadio de tipo
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permanente, condi¢bes que reinem os factores que favorecem a sobrevivéncia do gastropode
(HI), sendo esta provavelmente a explicacdo para a deteccdo do parasita. No entanto, ndo foi
procurado nem observado qualquer um destes seres vivos. Segundo Mafies & Véazquez (2013)
esta parasitose, muitas vezes subdiagnosticada por ser provocada por formas imaturas nédo
eliminadoras de ovos, € mais frequente em animais jovens (entre os 4 e 18 meses). No
entanto, os ovos podem ser detectados em animais adultos do mesmo grupo (Radostits et al.,
2007), pelo que o autor considera prudente vigiar os animais jovens mais susceptiveis aos
efeitos deste parasita, assim como os adultos por poderem servir como sentinelas. Em relagédo
a outra exploracdo em que se realizou semelhante estudo ndo foram detectados quaisquer ovos
deste tipo, apesar da localizacdo e do maneio serem semelhantes, variando apenas no facto
destes animais terem sido previamente desparasitados com ivermectina e closantel, que
sabemos ser eficaz contra nematodes e Fasciola hepatica, mas aos quais 0 Paramphistomum
sp. ndo é sensivel, pelo que a auséncia de ovos do Ultimo parasita ndo estara relacionada com
o0 protocolo de desparasitacdo instituido.

Em relagdo ao diagndstico, dificil em termos clinicos, a nivel imunolégico os resultados ndo
sdo conclusivos, pelo que a deteccdo de ovos no exame coproldgico permanece a Unica forma
para diagnosticar paramfistomose em vida nos animais (Rieu et al., 2007). Sendo no entanto,
importante a distingdo entre os ovos de Fasciola hepatica e de Paramphistomum spp.,
morfologicamente muito parecidos, com a diferenca dos primeiros serem amarelados em vez
de acinzentados (Silva Leitdo, 1983; Mafies & Vazquez, 2013). De acordo com Rieu et al.
(2007), este aspecto pode ser suficiente e faz com que raramente existam equivocos no
diagndstico em laboratérios de parasitologia veterinaria, no entanto, no presente estudo e uma
vez que ndo houve oportunidade para fazer diagnéstico comparativo optou-se por seguir as
descricdes indicadas pelos outros autores. Além da identificacdo do parasita também se
determinou a carga parasitaria de Paramphistomum spp. que, segundo (Rieu et al., 2007),
pode ser importante para prever o grau de lesdo ruminal e também as possiveis perdas
economicas. De acordo com Mage & Dorchies (1998) infeccOes ligeiras de 1 a 12 vermes
ruminais por animal, originam contagens de OPG baixas entre 7 a 15; e infec¢des elevadas
contendo entre 29 e 628 vermes digestivos por animal podem conduzir a contagens médias de
OPG de 41,5. No presente estudo as contagens de OPG foram de 21 e 29 OPG, que embora
sendo ligeiramente superiores as consideradas como ligeiras, sdo menores que as contagens
médias dos casos provocados por infec¢Oes elevadas e embora ndo exista correlacdo entre as
contagens de OPG e o numero de parasitas adultos (Rieu et al., 2007), estes resultados
merecem atencdo uma vez que a situacdo pode ser agravada se nao for controlada. Outro

aspecto a ter em conta € que os antiparasitarios que normalmente sdo utilizados em bovinos
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s80 0s pertencentes aos grupos das lactonas macrociclicas e dos benzimidazois-carbamatos, os
farmacos do primeiro grupo ndo exercem qualquer tipo de accdo sobre os paranfistomas e 0s
de segundo grupo (benzimidazdis) possuem actividade apenas contra os adultos (Mafies &
Véazquez, 2013).

4.5.5-Baermann
Em Portugal continental ndo existe nenhum estudo de pesquisa de parasitas respiratorios em

bovinos nem existem relatos da importancia desta doenca, no entanto no territério espanhol
estes parasitas apesar de ndo constituirem um problema grave podem causar problemas em
animais jovens (Mafies & Vazquez, 2013), dai ter-se pensado no interesse de investigar 0s
métodos e as técnicas de diagndstico para instaurar as medidas terapéuticas e profilacticas
mais adequadas quando necessarias.

Os resultados deste estudo ndo revelaram a presenca de parasitas respiratorios através desta
técnica, no entanto o estudo de (Ploeger et al., 2012), realizado na Holanda em condigdes
distintas do presente estudo, revelou, em média, contagens baixas de larvas em vacas em
lactacdo (0,93 larvas em primiparas e 2,17 em multiparas) quando se sabe que temperaturas
amenas e a elevada precipitacio mais frequentes no centro da Europa, favorecem a
epidemiologia parasitaria (Radostits et al., 2007). Ploeger et al. (2012), concluiram que
amostrando entre 5 e 10 animais numa exploracdo é expectadvel que ndo se detectem
resultados positivos, principalmente quando a quantidade de animais afectados numa
exploracdo é baixa, sendo inclusive muito provavel que em exploracdes afectadas por um
surto severo de parasitoses brénquicas, se encontrem animais que ndo eliminam parasitas ou
sejam seronegativos (Wapenaar, Barkema, Eysker & O’Handley, 2007; Holzhauer et al.,
2011). No presente estudo foram colhidas amostras em aproximadamente 40 animais de cada
exploracdo, independentemente da dimensdo do seu efectivo o que pode ter contribuido
também para ndo se terem detectado quaisquer larvas neste estudo. Sabe-se que existem
varios factores que contribuem para a disseminacdo da infeccdo, como &caros coprofagos,
fungos e possivelmente outros hospedeiros (Taylor & Andrews, 2004) e que tanto o pastoreio
em areas contaminadas (no “semi-intensivo”) como a ingestdo de camas muito contaminadas
no (“intensivo”) podem permitir a ingestdo de larvas (Divers & Peek, 2008). No entanto, este
estudo e outros ndo apoiaram esta Ultima hipotese e talvez o autor a tenha referido como uma
possibilidade e ndo como algo que tenha sido j& previamente demonstrado.

Em 1997 Eysker, demonstrou através de uma infec¢do experimental em vitelos que o método
de Baermann em animais jovens pode ser Gtil na deteccdo de infeccBes patentes,

principalmente entre as 5 e as 7 semanas apoés a infeccdo primaria (Eysker, 1997). No entanto,
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no presente estudo nao foi possivel confirmar esta ideia, pois a maioria dos “vitelos” possui
menos de 3 semanas idade (periodo inferior ao periodo pré-patente da infecgdo). Se a amostra
seleccionada neste grupo abrangesse uma faixa etaria maior os resultados poderiam ter sido
diferentes, contudo é importante considerar as limitacdes intrinsecas das comparacdes entre
infeccdes experimentais e infec¢bes naturais.

A amostragem aleatéria no presente estudo também ndo parece constituir uma justificagdo
para os resultados obtidos, uma vez que Ploeger et al. (2012) defendeu que as estratégias de
analise selectiva para aumentar a possibilidade de deteccdo de larvas ou de animais
seropositivos, através da seleccdo de animais imunitariamente imaturos e com maior
predisposicdo para apresentarem infeccdo patente ou da amostragem dos animais com sinais
clinicos evidentes, ndo garantem que o diagndstico seja positivo.

A técnica de diagnostico pelo método de Baermann para as situagdes do nosso estudo parece
ter sido a indicada, pois segundo Ploeger et al. (2012), em infeccdes ligeiras com reduzido
namero de animais com tosse, o exame do soro ou das fezes individuais sdo as técnicas mais
adequadas, em oposicdo a surtos moderados a graves ou em estudos a grande escala, nos quais
o teste de ELISA no leite do tanque parece ser a técnica mais apropriada. Em relacdo a
susceptibilidade a doenca esta € maior em individuos que ndo contactaram previamente com
um estimulo antigénico (Ploeger et al., 2012; Mafies & Vézquez, 2013) e assim, entre 0s
diferentes grupos etarios a doenca € mais frequente nos animais jovens (“vitelos” e
“novilhas”) do que nos adultos (Taylor & Andrews, 2004; Ploeger et al., 2012). A data de
colheita das amostras neste estudo também pode ter influenciado os resultados,
nomeadamente nos animais de regime “semi-intensivo”, em que a recolha ocorreu na
primavera, enquanto a doencga geralmente ocorre entre o final do verdo e o outono (Taylor &
Andrews, 2004). Em zonas temperadas e himidas a infeccdo pode ocorrer também no inverno
e 0s surtos de doenca podem ocorrer em qualquer altura do ano (Marfies & Vazquez, 2013).

A justificacdo possivel para a total negatividade no presente estudo € a auséncia de infeccéo,
no entanto segundo Michel & Mackenzie (1965) em auséncia de estimulo antigénico os
animais sao susceptiveis a infeccdo e mesmo que a infeccdo seja prevenida ou eliminada nos
animais jovens (“vitelos” e “novilhas”), se 0s adultos (“lactacdo” e “secas”) forem expostos
podem vir a contrair a doenca. Assim, o0s programas de controlo devem estimular e
desenvolver imunidade suficiente que permita resistir a reinfeccdes em periodos subsquentes
de pastoreio inclusive em situacdes em que € utilizado antihelmintico como tratamento
profilactico (Ploeger, 2002). SituacBes em que se introduzem animais que ndo contactaram
previamente com o parasita num grupo com animais portadores, 0s animais comecam a

excretar parasitas com varias consequéncias que dependem de varios factores: nimero de
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“novilhas” que se juntam ao grupo, quantidade de larvas eliminadas, maneio da pastagem e do
grau de imunidade das vacas adultas (Ploeger et al., 2012).

Em paises onde a doenca é endémica, nomeadamente no Reino Unido, a doenca foi
controlada durante muitos anos com vacinagdes de L3 irradiadas. Mesmo apds a vacinagéo,
Marfies & Vazquez (2013) defendem a necessidade de um estimulo antigénico suficiente para
a manutencdo de um nivel de protec¢do imunitéria, mas que nao seja exagerado evitando o
contacto com as L3 que conduziria a doenga. Assim o controlo deve ser baseado na
interpretacdo de sinais clinicos de doenga, em conjunto com conhecimentos epidemiol6gicos
sobre o parasita que podem variar entre exploracdes e adaptar o controlo farmacologico e as
praticas de maneio a todos estes conhecimentos, possibilitando que o0s animais mais

susceptiveis adquiram alguma imunidade sem que desenvolvam a doenca.

4.5.6-Coprocultura e identificacdo larvar
Os resultados da coprocultura apoiaram os resultados do Willis e de McMaster. Tendo sido

detectadas apenas larvas nas coproculturas provenientes de animais de maneio “semi-
intensivo” e que apresentavam contagens de OPG mais elevadas. No presente estudo assim
como sucedeu no estudo de Ramos (2013) houve coproculturas de amostras que continham
ovos detectados através dos métodos de McMaster e de Willis, nos quais posteriormente ndo
foi possivel recolher qualquer larva, possivelmente porque a contagem de OPG nas fezes foi
reduzida e/ou porque 0s ovos presentes estavam invidveis. Talvez seja esta também uma das
razdes para 0s nematodes terem uma postura de ovos tdo elevada. Em relacdo aos géneros
identificados, foram ao encontro do que era esperado, reforcando que as infeccdes por
nematodes gastrointestinais em bovinos sdo causadas predominantemente por géneros
pertencentes a Superfamilia Trichostrongyloidea e normalmente sdo mistas.

Em Portugal, ndo existiam até a data estudos avaliando coproculturas exclusivas de bovinos
produtores de leite; no entanto existem alguns estudos desenvolvidos em Portugal em bovinos
produtores de carne (Cardoso, 2010) e mais recentemente em bovinos de raca brava (Ramos,
2013). E interessante comparar o primeiro estudo com 0 nosso, porque se situou na mesma
regido onde foram colhidas as amostras dos animais em “semi-intensivo”. Cardoso (2010)
identificou somente trés géneros, Ostertagia, Cooperia e Bunostomum; comparativamente, o
presente estudo identificou ainda mais trés géneros, Trichostrongylus, Haemonchus e
Strongyloides. As prevaléncias entre o presente estudo e o estudo em bovinos de aptiddo de
carne (Cardoso, 2010) foram muito distintas Ostertagia 56,1% e 20,8%, Cooperia 28,3% e
72,8%, e Oesophagostomum 1,7% e 6,4%, respectivamente. Estas diferencas podem ser

explicadas através da epidemiologia parasitaria uma vez que ambos 0s estudos incidiram em
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épocas distintas do ano, primavera e verao respectivamente; as técnicas terem sido executadas
por diferentes autores; mas sobretudo por a densidade animal nestes campos e o grau de
reutilizacdo das pastagens ser provavelmente maior nas vacas leiteiras.

O teste com base em caracteristicas morfologicas possui limitagdes que estdo relacionadas em
maior ou menor grau com a experiéncia de quem as executa. Se por um lado existe um género
que possui caracteristicas identificativas que ndo deixam qualquer davida, Cooperia, (van
Wyk et al., 2004), por outro lado existem outros géneros, Ostertagia, Trichostrongylus,
Haemonchus, Chabertia e Oesophagostomum, que se diferenciam entre si através da
comparacdo dos comprimentos da bainha da cauda e de outras caracteristicas subtis, podendo
ser por vezes muito complicada tanto a identificagdo como a distingdo entre géneros,
nomeadamente em ocasifes em que o parasitologista ndo possui experiéncia, quando as
infeccdes sdo Unicas ou quando as condicbes de cultura permitem a eclosdo apenas de um
unico género. Inclusivamente van Wyk et al. (2004) afirmaram que as larvas maiores de
Haemonchus spp. podem facilmente ser confundidas com as larvas mais pequenas de
Ostertagia ostertagi, no entanto como as infec¢cbes por Haemonchus placei (bovinos) na
Europa sdo muito raras e quando presentes nos bovinos segundo J. Cabaret (resultados néo
publicados) citado por (van Wyk et al., 2004) sdo infeccbes leves por Haemonchus contortus
provenientes dos ovinos, cré-se assim que a confusdo entre estes dois géneros no presente
estudo tenha sido muito pequena. Assim pode-se explicar a prevaléncia tdo elevada de
Ostertagia 56,1% e tdo baixa de Haemonchus 1,7% quando comparando com os 21% de
prevaléncia obtida para Ostertagia no estudo de (Cardoso, 2010). Em relacdo a Cooperia spp.
a prevaléncia foi de 28,3% no presente estudo e de 73% no estudo de (Cardoso, 2010). A
grande diferenca pode ter a ver com uma maior imunidade adquirida por parte dos animais
relativamente a este parasita, uma vez que segundo Vercruysse & Claerebout (1997) os
animais na mesma estacdo de pastoreio adquirem mais rapidamente imunidade a Cooperia do
que contra Ostertagia. Num outro estudo, Perri et al. (2011) detectaram que cerca de 92% das
larvas identificadas eram de Ostertagia, e os restantes 8% de Haemonchus, demonstrando que
as prevaléncias dos diferentes géneros nos diferentes estudos sdo muito variaveis, porque as
caracteristicas epidemiolédgicas de cada local sdo também muito diversas e assim, a
comparacéo de resultados é dificil.

Como vimos as variagdes das condicdes de cultura favorecem o desenvolvimento de alguns
géneros em detrimento de outros contribuindo muitas vezes para diferentes resultados entre
estudos e apesar de ser uma técnica muito laboriosa e demorada continuam sendo

rotineiramente usadas nos laboratorios (Lichtenfels, Hoberg & Zarlenga, 1997).

77



Em 2010, Cardoso estudou o método de medicdo de cada larva para confirmacdo do
diagndstico larvar e apesar de McMurtry et al. (2000) defenderem ser um método incapaz de
ter em consideracdo as variabilidades das medidas por diversos factores, pode ser muito (til
como complemento em casos dubios. Na auséncia de um método ideal, a combinacdo de
todas as técnicas, juntamente com a aquisi¢cdo de experiéncia por parte do parasitologista,

podem ser fundamentais para um diagnostico mais fécil e preciso de cada larva.

4.5.7-Esfregacos-Cryptosporidium
Os resultados do presente estudo demonstram que a infeccdo por Cryptosporidium sp. € muito

comum nas exploragdes em que decorreu o estudo. Em 9 das 10 vacarias foi detectada a
presenca deste parasita demonstrando que € um parasita ubiquitario entre as vacarias
portuguesas. A prevaléncia entre os vitelos amostrados foi de 42,68%. Estes resultados nao
sdo muito diferentes dos obtidos na regido de Aveiro por (Martins et al., 2007) que encontrou
este parasita em todas as exploragdes e em 74,8% dos vitelos pesquisados (n=183). Neste
estudo amostraram vitelos com um limite de idade de 3 meses, enquanto no presente estudo
houve uma procura preferencial por vitelos com menos de 3 semanas (n=46), apesar de incluir
também alguns vitelos com idade compreendida entre as 3 semanas e 0s 6 mese (n=29). Estes
tém uma menor probabilidade de eliminar oocistos por ja terem adquirido imunidade apds
infeccdo neonatal e ndo terem ja influéncia da imunidade materna (Mafies & Vazquez, 2013)
explicando em parte as diferencas entre 0s dois estudos. Outra possivel justificacdo para estes
resultados é a intermiténcia de eliminacdo de oocistos fazendo com que os efregacos
negativos ndo signifiquem que os animais estejam livres de infeccdo (Chalmers & Katzer,
2013). No entanto, os nossos valores sdo semelhantes as prevaléncias encontradas noutros
estudos realizados em Portugal que variaram entre 12-44% (Martins, 1997; Pereira da
Fonseca, 2000; Pereira da Fonseca & Cannas da Silva, 2000). Estes resultados podem ser
explicadas pelas méas condicGes de higiene e de maneio verificadas nalgumas exploracfes em
estudo e que incluem a auséncia ou deficiéncia de lavagem e desinfecc¢do de instalagbes por
rotina, como aconselhado (Mohammed, Wade & Schaaf, 1999; Castro-Hermida, Gonzalez-
Losada & Ares-Mazés, 2002; Martins et al., 2007). Outra possivel justificacdo pode ser a
contaminagdo da agua de bebida com oocistos. Pereira da Fonseca (2000) revelou que 55%
das amostras de agua recolhidas nas vacarias de leite em Portugal apresentavam este
protozoario. No presente estudo ndo foram efectuadas analises a agua para confirmar uma
eventual contamina¢do da mesma, no entanto constatou-se que em todas as vacarias a agua
destinada aos vitelos tinha origem num furo na prépria exploragdo ou procedia de canais de

rega, aumentando a possibilidade de ser esta a causa da contaminacao.
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Cryptosporidium sp. esta presente frequentemente em vitelos com diarreia, podendo também
estar presente em vitelos e entre a populacéo adulta de forma assintomatica contribuindo para
a contaminacgdo do ambiente e para a persisténcia da infeccdo na prépria exploracdo (Ortolani
& Castro Soares, 2003), tornando o maneio e o controlo da criptosporidiose muito complexo.
Em 2000, Pereira da Fonseca & Cannas da Silva consideraram Cryptosporidium sp. como o
maior agente enteropatogénico de vitelos em Portugal. Os problemas de sanidade animal
juntamente com 0s graves prejuizos econémicos que provoca na recria dos animais e o seu
impacto na Saude Puablica, colocam esta doenca como merecedora de atencdo entre oS
veterinarios que ddo assisténcia as exploracGes. Em relacdo as praticas de controlo desta
doenga nas exploragdes estudadas ndo se conseguiu apurar a existéncia de qualquer
tratamento profilactico. Contudo sabe-se que quando efectuado a partir do primeiro dia de
vida e durante 7 dias reduz a eliminacdo de oocistos e a intensidade da infeccdo. A
constatacdo da melhoria na incidéncia de diarreia ndo é sempre possivel pois esta pode ser
provocada por outros agentes de forma Unica ou em simultdneo com o0 género

Cryptosporidium, nomeadamente através de Rotavirus, Coronavirus e E. coli K99.

4.5.8-Anélise dos valores de OPG de EGI
As frequéncias relativas foram convertidas em probabilidades para melhor se conseguirem

tirar ilacGes, tendo sido posteriormente analisadas de forma Unica as variaveis: fase produtiva,

tipo de maneio e tratamento.

Fase produtiva
De acordo com a bibliografia era esperado que os “vitelos” eliminassem valores de OPG mais

elevados do que as “novilhas” e estes animais mais do que as vacas (“secas” e em “lactacdo”)
(Stromberg & Gasbarre, 2006; Mafies & Vazquez, 2013). No entanto, no presente estudo s
foi possivel confirmar maior probabilidade de detectar OPG nas “Novilhas” do que nos
animais adultos, “secas” e em “lactagdo”. N0 caso dos “vitelos” as probabilidades de
encontrar OPG foram significativamente inferiores aos restantes animais, porque as condic¢des
de maneio especificas para este grupo ndo favorecem o estabelecimento da infeccdo, e caso
ocorra, até serem detectados ovos nas fezes existe um periodo superior a 3 semanas desde a
ingestdo dos parasitas.

Os resultados do presente estudo confirmam, tal como Claerebout & Vercruysse (2000), que a
contagem de OPG pode ser um bom método de diagnostico em “novilhas™. Por apresentarem
maior probabilidade de infec¢bes subclinicas, o nivel de parasitismo pode interferir na

quantidade de alimento ingerido e na capacidade para o utilizar, traduzindo-se em menores
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GMD que terdo consequéncias na producdo leiteira futura (Gibbs, 1982). Por outro lado, em
animais adultos (“secas” e “lactagdo”) provavelmente devido a imunidade dos proprios
animais, a sua fraca eliminacdo de ovos faz com que este método ndo parega constituir um
bom indicador do nivel de infeccdo nestes animais (Gross et al., 1999). No presente estudo 0s
animais adultos, apresentaram contagens de OPG muito baixas, inclusive nas exploracdes em
“semi-intensivo”, confirmando os resultados de outros estudos em animais adultos e com
acesso a pastagem (Thomas & Rowlinson, 1981; Ngdtvedt et al., 2002), o que demonstra
existir possivelmente nestas situacfes uma baixa correlagdo entre a carga parasitaria e a
contagem de OPG e provavelmente também na resposta produtiva nos animais adultos
(Thomas & Rowlinson, 1981; Agneessens et al., 2000; Borgsteede et al., 2000). No entanto,
Mejia et al. (2011) comprovaram que as vacas com contagens nulas ou <10 OPG produziam
cerca de 10% mais leite do que as vacas com contagens de OPG positivas >10 OPG. Estes
autores afirmam que a contagem de OPG no primeiro més pds-parto pode ser uma ferramenta
util para estimar as perdas de producdo de leite em vacas adultas em “lactagdo” com acesso a
pastagem (Mejia et al., 2011).

As diferencas entre as contagens de OPG nas vacas (“secas” e “lactagdo”) e nas “novilhas”,
principalmente no “semi-intensivo”, sdo devidas a diferencas no estatuto imunitario, que é
maior nos animais adultos. Em relacdo as diferencas entre as vacas “secas” e em “lactagdo”,
existe informagdo contraditoria. E defendido que existe um momento de 4 semanas de
duracdo em que existe um aumento com intensidade varidvel dos valores OPG, afectando o
periodo pré-parto (vacas “secas”) e do pds-parto (vacas em inicio de “lactagdo”) (Mafies &
Vazquez, 2013). O aumento de OPG que ocorre nas vacas “secas” N0 momento proximo do
parto, pode provavelmente ser explicado por alteracGes enddcrinas (aumento dos niveis de
prolactina, costicosterdides e hormonas adrenocorticotroficas) (Perri et al., 2011; Mafies &
Véazquez, 2013). Nas vacas no inicio da “lactacdo” as alteracdes metabolicas provocadas pelo
balanco energético negativo (aumento do metabolismo lipidico e do stress oxiditivo)
influenciam de forma negativa a funcdo imunitaria (Sordillo et al., 2009) traduzindo-se num
periodo de maior susceptibilidade aos parasitas. No entanto, através do presente estudo nao
parece ser possivel detectar grandes diferencas entre os dois grupos, uma vez que no caso das
vacas ‘“secas” a susceptibilidade a infeccdo se existiu pode ter sido contrariada com a
desparasitacdo efectuada neste periodo e nas vacas “lactagdo” foram escolhidos animais
aleatoriamente, deduzindo-se existirem poucos animais que se encontrariam no inicio da
“lactagdo” e como tal no periodo de maior susceptibilidade & doenca. No entanto, outra
limitacdo para se poderem tirar conclusdes € o limite de deteccdo do teste que por ser

reduzido impossibilita a deteccdo de possiveis efeitos positivos da contagem e da deteccdo de
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OPG, apesar de existirem autores que defendem que a elevacdo de OPG no pré-parto nao
ocorre na espécie bovina (Radostits et al., 2007).

Segundo Mafies & Vazquez (2013) existe uma relacdo entre as infeccdes e reinfecgdes ao
longo da vida produtiva dos animais e consequentemente é possivel a aquisicao de resisténcia.
O desenvolvimento da imunidade afecta a dinamica das infec¢bes de varias formas: inibe o
desenvolvimento das larvas no estadio L4, elimina as larvas L4 e direcciona-as para fora dos
locais de predileccdo do tracto gastrointestinal, colocando-as em locais mais adversos. O
sistema imunitario do hospedeiro pode ser responsavel pela diminuicdo do tamanho das
fémeas dos NGIs, bem como da sua fecundidade (traduzida por uma menor eliminacdo de
ovos nas fezes) e pode ser capaz de alterar a proporgdo entre fémeas e machos a favor destes
ultimos (Mafies & Vazquez, 2013) (aumento da taxa de mortalidade das fémeas por
aumentarem as suas necessidades metabolicas e ingerirem uma quantidade cada vez maior de
compostos imunitarios) (Radostits et al., 2007; Mafies & Vazquez, 2013). Assim, a taxa de
mortalidade nos nemétodes adultos em animais reinfectados aumenta com a imunidade
(Mafies & Vézquez, 2013) explicando o facto de os animais jovens eliminarem mais OPG que
0s animais adultos.

Comprovou-se a existéncia de parasitas em algumas fases produtivas através do método de
deteccdo de OPG e também do célculo da probabilidade de apresentarem OPG, contudo para
uma analise mais féacil dos resultados nos animais de diferentes grupos podiam ainda ter sido
associados IPP para tornar o estudo um pouco mais preciso e conseguir avaliar melhor o
impacto dos parasitas em cada fase produtiva. No caso das “novilhas” por ainda ndo
produzirem leite poder-se-ia ter utilizado o GMD de peso; nas vacas “secas”, parametros
reprodutivos (Mejia et al., 2011), mas uma vez que ja estdo gestantes podera nao ser o melhor
podendo para o autor ser mais Util a avaliacdo do peso da cria ao nascimento ou a producao
leiteira no inicio da lactacdo seguinte; nas vacas em “lacta¢do”, a producéo leiteira pode ser
um indicador muito til (Mejia et al., 2011). Contudo Perri et al. (2011) ndo demonstraram a
existéncia de correlacdo entre a média de OPG durante toda a lactacdo e a producéo total de
leite, nem entre a média de OPG mensal e a producdo média de leite mensal.

Em 1981, Smith & Gibbs estudaram o efeito dos parasitas em animais com idade semelhante
ao grupo das “Novilhas” comparando trés grupos: um nao exposto a pastagens contaminadas,
um exposto a pastagens contaminadas mas sem tratamento e um ultimo grupo exposto a
pastagem contaminada e submetidos mensalmente a tratamento antihelmintico. Este estudo
revelou maior crescimento nos animais que ndo se encontravam expostos aos parasitas, depois
nos animais tratados e expostos, e menor nos animais expostos mas ndo tratados,

demonstrando que o tratamento pode ser Gtil no controlo dos parasitas, mas pode ndo ser
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suficiente para impedir os efeitos negativos dos parasitas (Gibbs, 1982). De todos os modos,
nas “novilhas”, por serem animais em franco crescimento e como vimos anteriormente com
maior susceptibilidade sobretudo no maneio “semi-intensivo”, o “tratamento” poderd reduzir
os efeitos negativos dos parasitas. No parto o tratamento pode ser benéfico na producdo
leiteira bem com na reducdo da contagem de OPG (Ngdtvedt et al., 2002; Perri et al., 2011).
Reinemeyer (1995) nas condigdes de maneio norte-americanas revelou que o tratamento
antihelmintico em adultos é de vantagem duvidosa. Os argumentos contra o tratamento dos
animais adultos séo a existéncia de poucas evidéncias, baixa carga parasitaria quer através dos
valores de OPG e em estudos no matadouro e o facto das parasitoses clinicas nestes animais
serem raras. Além disso comparando os ganhos de producdo apds o tratamento com o seu
custo pode ndo ser encontrada qualquer mais-valia e inclusive a resposta produtiva ao

tratamento antihelmintico ser muito variavel entre os animais de uma exploracao.

Tratamento

No presente estudo a probabilidade de detectar OPG de EGI nos animais que tinham sido
submetidos a “tratamento” farmacoldgico antihelmintico foi superior a dos animais que nao
tinham sido alvo de qualquer tratamento (“ndo tratamento”), embora sem significado
estatitico. Este resultado pode parecer um contra-senso, no entanto pode ser explicado pela
amostra ser constituida maioritariamente por animais de regime “intensivo”, n0S quais 0S
valores de OPG através do método de McMaster e do método de flutuacdo/Willis foram
geralmente <50 OPG e ‘“ausente” respectivamente, significando que ndo foram detectados
ovos em qualquer um dos testes, existindo também a possibilidade de ter sido detectado um
ou outro OPG nos animais que tinham um protocolo de desparasitagdo (“tratamento”) e
apresentaram OPG (“>50 OPG” e “presente”). Eventualmente pode também ter existido
confusdo e algum OPG ter sido erradamente diagnosticado contribuindo para estes resultados.
Outras explicacOes possiveis para esta diferenca de probabilidades que contraria a teoria, sdo
o facto da carga parasitaria ser tdo pequena que o tratamento pode néo ter a capacidade para a
afectar, assim como o limite de deteccdo do teste ao ser baixo, confere uma baixa
sensibilidade e possivelmente os niveis de OPG na maior parte dos casos serem inferiores ao
limite de deteccdo e contribuirem para a distribuicdo ndo normal (sekewed) com desvio a
esquerda do eixo vertical dos resultados, com muitos animais apresentando contagens de OPG
muito reduzidas (“<50 OPG”) e poucos a possuirem contagens de OPG elevadas (Dobson,
Sangster, Besier, & Woodgate, 2009). Em 1982 Glenn et al., demonstraram que o tratamento
em animais sem acesso a pastagem é capaz de reduzir em média 1 OPG comparativamente a

condicdo que o antecedia, permitindo deduzir que em situacfes em que a carga parasitaria €
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tdo pequena, ndo vao existir diferencas entre os animais tratados e ndo tratados. Segundo o
mesmo autor, a andlise estatistica para diferenciar animais tratados de ndo tratados ndo é
conclusiva, tal como acontece no presente estudo, quer nos animais adultos, vacas “secas” e
em “lactacdo” em “semi-intensivo”, quer nos animais em “intensivo”.

Em rela¢do aos animais de maneio “semi-intensivo”, as probabilidades calculadas e com
significado estatitico ja confirmam a teoria de que os animais que foram tratados
apresentaram menos probabilidades de deteccdo de OPG e provavelmente teriam contagens
de OPG menores que os animais ndo tratados (“ndo tratamento”). A analise destes dados
possui outro constrangimento que pode também contribuir para explicar os resultados, a
diferenca entre a classificagdo dos animais com “tratamento” e sem tratamento (“ndo
tratamento”) foi baseada na presenga e na auséncia de tratamento respectivamente por um
periodo por vezes superior a um ano, uma vez que geralmente quando os animais adultos sao
desparasitados esta ocorre no periodo seco; se por qualgquer motivo a sua lactacdo €
prolongada os animais ficam muito tempo sem serem novamente desparasitados, para além de
se saber que o efeito do tratamento possui actividade limitada no tempo (variando
normalmente ente os 14 e 35 dias conforme a molécula, a via de administracdo e o0 género
parasitario) (Radostits et al., 2007). Findando esse tempo 0s animais, principalmente os de
maneio “‘semi-intensivo”, ficam novamente predispostos a infec¢do parasitaria pelo que a
distincdo entre animais com e sem tratamento neste estudo em termos fisioldgicos pode em
muitos casos ter sido ambigua. Apesar disto parece existir uma possivel influéncia do
tratamento na contagem de OPG e talvez na performance produtiva do leite em animais com
acesso a pastagem em determinada fase do seu ciclo de producdo (“semi-intensivo”). Por
outro lado, nos animais estabulados (“intensivo”) o “tratamento” antihelmintico tem efeito
significativo negativo na probabilidade de detec¢do de ovos. Estes resultados contrariam 0s
resultados que ocorrem no “semi-intensivo” e o trabalho de Carrier (2001), de que o
tratamento antihelmintico nos animais em intensivo parece ndo ter qualquer efeito quer na
contagem de OPG quer na producéo de leite. No entanto, estes resultados podem ser devidos a
sensibilidade da técnica bem como a possivel méa diferenciacdo entre animais tratados e nao
tratados, uma vez que esta informacéao foi recolhida através de inquéritos aos produtores. De
acordo com outros autores, o tratamento antihelmintico em animais que ndo tém qualquer
acesso a pastagem néo se justifica do ponto de vista econdémico (Glenn et al., 1982; Sithole,
Dohoo, Leslie, et al., 2005; Divers & Peek, 2008).

Apesar de todas estas possiveis explicagGes a determinagdo do nivel de infeccdo usando os

OPG de fezes ja anteriormente tinha sido considerada um método sem utilidade por néo
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demonstrar qualquer relacdo com o “tratamento” (Michel et al., 1982; O’ Farrell, Downey &
Sherington, 1986).

No entanto, recentemente foi revisto o impacto do parasitismo atraves da anélise da producéo
leiteira e conclui-se que os tratamentos antihelminticos durante a lactacdo e ndo apenas
durante o periodo seco, podem melhorar a producdo leiteira diaria em 1kg de leite, com
variacbes em diferentes ensaios possivelmente devido a exposi¢des larvares também
diferentes (Charlier et al., 2009). Assim é fundamental considerar se 0s animais tém ou néo
acesso a pastagem e qual a duragdo desse periodo (Mejia et al., 2011) na hora de se decidir

pelo tratamento ou ndo.

Maneio

Como vimos a probabilidade de serem detectados OPG em animais em “semi-intensivo” €
significativamente maior do que nos animais em “intensivo”, uma vez que 0 numero de
helmintes tanto no hospedeiro como no ambiente é menor em condicGes de estabula¢do ou em
situacOes em que ndo existe pastoreio (Douglas & Baker, 1968). Segundo Herd, Riedel, &
Heider (1980) a transmissdo da infeccdo parasitaria por EGIs em animais estabulados é muito
improvavel sendo que as Unicas formas parasitarias passiveis de serem detectadas neste tipo
de maneio sdo as pertencentes a Superfamilia Rhabditoidea, género Strongyloides, com
importancia clinica relativa em animais adultos. Assim se demonstra que a extrapolacdo dos
resultados dos animais que tém acesso a pastagem ao sistema intensivo ndo é correcta (Glenn
et al., 1982), provando que a adopcéo de determinadas medidas de controlo parasitario devera

ser especifica e dependente do maneio e das condi¢fes de cada exploracéo.
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4 5-Conclusotes

Atraveés do presente estudo foi possivel fazer uma revisdo geral sobre os principais parasitas
internos, gastrointestinais e respiratérios que podem atingir os bovinos em exploragdes
leiteiras na regido centro e sul de Portugal continental. Nos métodos quantitativos, 93,7% e
92,4% dos animais apresentaram menos de 50 OPG ou oPG para EGI e Eimeria spp.,
respectivamente; demonstrando que a prevaléncia destes parasitas é relativamente baixa. Nas
técnicas qualitativas, foram identificadas 15,3% de infec¢bes por EGI, 13,4% por Eimeria
spp., 1% por céstodes e 1,6% foi mista (EGI e Eimeria spp.), reforcando uma vez mais 0s
resultados anteriores. Os EGI foram identificados predominantemente em exploragGes semi-
intensivas e Eimeria spp. em exploracdes intensivas. O protozoario Cryptosporidium sp. foi
detectado em 9 exploracBes e em 42,7% das amostras. Permitindo perceber que a excepcao
dos animais em “‘semi-intensivo”, das “Novilhas” em intensivo e dos “vitelos” de qualquer
exploracdo, todos os outros animais tém uma relagdo mais ou menos de equilibrio com os
parasitas que os afectam. Nos animais referidos, na generalidade das vezes, este equilibrio ndo
¢ tdo facilmente alcancado e depende de diversos factores, da aquisicdo de imunidade,
presenca ou auséncia de tratamento e de praticas de maneio, que variam do maior ou menor
grau de acesso a pastagem e também das condi¢des ambientais.

E importante perceber que qualquer fase produtiva pode ser afectada pelos parasitas e apesar
de muitas das vezes s6 se pensar nas vacas paridas por serem as que produzem leite, ha que
relembrar que as vitelas da recria sdo as futuras novilhas e as novilhas e as vacas na secagem
sdo as futuras vacas em lactacdo, e algo que condicione a recria ou uma fase do ciclo anterior
a lactacdo ira sem duvida alguma comprometer negativamente esta producao.

Como constatamos a carga parasitario hoje em dia é de tal ordem reduzida que sdo muito
raras as parasitoses clinicas, raras as parasitoses subclinicas e muito comuns as parasitoses
econdmicas. A diferenca entre estes dois Gltimos termos € pequena, mas muitas vezes atinge-
se um grau de parasitismo que nem os exames complementares de diagnostico o conseguem
detectar, passando a tratar-se de um grau de parasitismo possivelmente s6 quantificavel
guando analisados os indicadores de performance produtiva e lhes for atribuido um valor
monetario. Assim, num contexto econémico onde cada vez mais 0 sucesso de uma exploracéo
estd no grau de precisdo da sua producéo, o controlo dos parasitas ainda continua a ser visto
como algo que pode explicar o sucesso de uma exploracdo. No entanto, frequentemente
parece ndo existir hipotese de fazer esta diferenca e sendo os parasitas seres ubiquitarios o0s
médicos veterinarios com os conhecimentos de parasitologia, biologia, epidemiologia, clinica

devem evitar mas praticas que possam comprometer o futuro do controlo parasitario.
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Assim de acordo com o presente estudo verificamos a importancia dos EGIs como parasitas
internos dos bovinos leiteiros nas novilhas em semi-intensivo e com destaque para 0 género
Ostertagia. Os protozoarios assumem também um papel importante, em particular Eimeria
spp. nas novilhas em intensivo e Cryptosporidium sp. nos vitelos. Os resultados reafirmam
uma vez mais a importancia de um diagnostico parasitoldgico prévio ao controlo anti-
parasitario, que adeque os farmacos aos agentes mais prevalentes e a grupos de animais que
de acordo com o seu tipo de maneio e a sua fase produtiva a sua administragdo em termos
economicos se justifique.

Voltando a premissa inicial do qual partiu o presente trabalho a “Parasitologia ¢ um mundo”
entre hospedeiros e parasitas, talvez fosse Util a revisdo deste conceito e fosse pertinente
acrescentar-se um terceiro elemento, definindo assim a parasitologia como um mundo que
engloba hospedeiro, parasita e recursos financeiros, no qual o médico veterinario assume um

papel imprescindivel na ligacdo entre todos.
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6-Anexos

Al- Contagens de ovos fecais (OPG) através do método de McMaster, técnica de
flutuagéo e de sedimentacédo (Madeira de Carvalho, 2001).
Material utilizado:

- Amostra de fezes,

- Luvas de latex,

- Sacos de plastico e luvas de palpagdo rectal,

- Tubos de ensaio,

- Suporte para tubos de ensaio,

- Cémara de McMaster,

- Copo graduado de 100 ml,

- Goblet de 100 ml,

- Copos de pléastico de café,

- Copos de plastico altos,

- Passador de rede,

- Vareta de vidro,

- L&minas,

- Lamelas,

- Colher,

- Balanca ou seringa de 20 ml,

- Solucdo saturada de aclcar 25 % (250 g de agucar para 1 | de agua),

- Microscépio optico.

Exclusivo da técnica de sedimentacdo simples

- Pipeta de Pasteur,

- Azul-de-metileno.

Técnica:

Esta técnica, utilizada em conformidade com o protocolo existente no Laboratério de Doencas
Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria, associa numa execucdo Unica e continua,
técnicas qualitativas e quantitativas (Flutuacdo, McMaster e Sedimentacdo), diminuindo o
periodo de analise e a quantidade de amostra necessaria. Assim existe um procedimento
comum para as trés técnicas e outros exclusivos de cada técnica que serdo apresentados em
seguida:

- Medir 56 ml de solucéo saturada num copo graduado.

- Pesar 4 g de fezes numa balanca ou recolher 4 ml de fezes com uma seringa.

- Num copo graduado, adicionar solucéo saturada até perfazer um volume de 56 ml.
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- Homogeneizar bem com uma vareta de vidro as fezes na solucdo saturada.

- Filtrar com a ajuda de um funil para um goblet.

Contagem de ovos fecais em camara de McMaster:

- Preencher a camara de McMaster (ambas as células) com a solugdo, deixar repousar 3
minutos e observar ao microscopico optico (M.O.). A contagem dos ovos é efectuada na
totalidade nas duas células, multiplicando-se 0 nimero de ovos por 50 para obter o nimero de
ovos por grama de fezes (OPG). O limiar de deteccédo é 50 OPG.

Técnica de flutuacao:

- Encher um tubo de ensaio, com o restante da diluicdo das fezes, até formar um menisco
convexo e colocar de imediato uma lamela a tapa-lo.

- Esperar cerca de 15 minutos, tempo necessario para que 0s ovos menos denso flutuem na
solucdo saturada e contactem com a lamela.

- Retirar a lamela, coloca-la numa lamina e observar ao M.O.

Técnica de sedimentagdo simples:

- O restante que se encontra no tubo de ensaio deveré ser deixado a repousar até formar
sedimento.

- Apds esse periodo rejeita-se o sobrenadante, deixando apenas o sedimento dentro do tubo de
ensaio.

- Retira-se com uma pipeta de Pasteur vérias gotas de sedimento para uma lamina, colocam-se
uma a duas gotas azul-de-metileno cobre-se com uma lamela.

- Observa-se ao M.O. com uma ampliacdo de 100 X e procura-se identificar por ovos elipticos

alongados de coloracgéo doirada sobre um fundo azul.

A2- Método de Baermann (Alho et al., 2013).
Material utilizado:

- Amostra de fezes,

- Gazes,

- Clips,

- Colher,

- Copos,

- Pipeta de Pasteur,

- Lamina,

- Lamela,

- Agua,

- Microscopio optico.
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Técnica:

- Encher os copos com agua da torneira preferencialmente tépida.

- Colocar em meia gaze dobrada ao meio, uma colher com cerca de 10 g de fezes,
preferencialmente frescas.

- Envolver as fezes com a gaze.

- Com um clip prender a gaze na borda do copo, por forma a ter as fezes cobertas com agua e
sem contactarem com o fundo.

- Deixar repousar por 24 horas.

- Recolher o sedimento com pipeta de Pasteur e coloca-lo entre lamina e lamela.

- Observar ao microscopio em objectiva de 5x ou de 10x e pesquisar parasitas
traqueobronquicos.

A3- Técnica de Ziehl-Neelsen modificada (Martins et al., 2007).
Material utilizado:

- Amostra de fezes,

- Vareta de vidro,

- Lamina,

- Pipeta de Pasteur,

- Metanol,

- Oleo de imerséo,

- Fucsina,

- Alcool cloridrico a 1%,

- Verde malaquite,

- Microscopio éptico,

- Agua.

Técnica:

- Mergulhar uma das extremidades da vareta de vidro na amostra fecal.

- Rolar a vareta de vidro sobre uma lamina por forma a fazer um esfregaco com uma camada
fina de fezes.

- Deixar a ldmina de vidro a secar ao ar durante umas horas.

- Fixar o esfregaco fecal ja bem seco, com metanol, durante 1 minuto.

- Cobrir a ldamina com fucsina basica fenicada durante 10 minutos.

- Lavar com agua corrente da torneira.

- Descorar com alcool cloridrico a 1% até a eliminacéo total do corante em excesso.

- Lavar com agua da torneira.
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- Cobrir a ldamina com verde malaquite a 0,4% durante 30 segundos.

- Lavar novamente com agua da torneira.

- Deixar secar a temperatura ambiente e observar ao M.O.

- A pesquisa de Cryptosporidium spp. ao M.O. é efectuada com a objectiva de 100x ou

imersdo e uma ampliacdo total de 1000x.

A4- Método de sedimentacdo pelo McMaster modificado (Conceicdo et al., 2002).
Material utilizado:

- Amostra de fezes,

- Espétula,

- Colher,

- Balanca,

- Detergente da loica,

- Vareta de vidro,

- Goblet de 50 ml,

- Medidor de 100 ml,

- Gazes,

- Copo de boca larga de 1000 ml,

- Cémaras de McMaster,

- Microscopio optico.

Técnica:

- Pesar 10 g de amostra de fezes.

- Colocar as 10 g num frasco de pléstico ou vidro de 100 ml de capacidade e de boca larga.

- Juntar 60ml de solucdo detergente a 5%.

- Homogeneizar até que o material fecal se desagregue e forme uma suspensao.

- Filtrar a suspensédo fecal através de um crivo de rede de cozinha e duas camadas de gaze,
recolhendo o filtrado para um copo conico de sedimentacdo de 1000 ml de capacidade,
enchendo-o depois com &gua da torneira até perfazer os 1000 ml.

- Deixar sedimentar por 10 minutos e decantar.

- Repor a quantidade de 1000 ml novamente com &gua da torneira e deixar sedimentar por
mais 10 minutos; esta operacdo deve se repetida mais 3 a 4 vezes ou até que o sobrenadante
esteja limpido.

- Apos a ultima lavagem passa-se 0 sedimento para um goblet graduado e repbe-se o contudo
até 50 ml.
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- Observar em camara de McMaster ao microscopio Optico, com objetiva 10x e efetuar a
contagem dos ovos de Fasciola hepatica ou outros elementos trematodes que possam
aparecer em 4 camaras, ter o cuidado de observar e focar o fundo da camara pois tratam-se de
ovos pesados que sedimentam.

- Considera-se que, se nao for observado pelo menos um ovo nessas 4 camaras, a operacao
ter4d de ser efectuada em 8 para perfazer 5ml, volume que nos permite aumentar a
sensibilidade do método até 10PG.
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A5- Coprocultura e identificacao das larvas L3 (Madeira de Carvalho, 2001).
Material utilizado:

- Amostra de fezes,

- Colher,

- Espatula,

- Copo de plastico,

- Papel de aluminio,

- Vareta de vidro,

- Agua,

- Tabuleiro alto,

- Estufa,

- Caneta de tinta plastica,

- Estilete,

- Placa de petri,

- Tubo de ensaio,

- Papel Parafilm®,

- Suporte de tubos de ensaio.

Técnica:

- Pesar entre 60 a 100 g de fezes num copo de plastico limpo.

- Com uma vareta de vidro fazer um furo na amostra para aumentar a exposi¢do da amostra ao
ar e ao oxigénio.

- Identificar o copo e registar no mesmo 0 peso da amostra e a data de entrada na estufa.

- Cobrir o copo com papel de aluminio e com um estilete furar vérias vezes o papel, para
permitir a entrada de ar na amostra.

- Colocar o copo na vertical num tabuleiro alto e enché-lo com um a dois centimetros de
altura com agua.

- Colocar na estufa durante 14 dias a temperatura de 21-24 °C com uma humidade relativa de
70-80 %.

- Apds este periodo retirar o copo da estufa enché-lo com agua até ao topo, colocar uma placa
de petri por cima e inverter todo o contetdo.

- Preencher a placa de petri com 1,5-3 ml de &gua e coloca-la num plano ligeiramente
inclinado por um periodo de 24 horas.

- Apos este periodo recolher todo o liquido que se encontra na placa de petri para um tubo de
ensaio através de um funil.

- Cobrir os tubo de ensaio com papel com Parafilm® e proceder a sua identificacao.
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- Colocar os tubos de ensaio no suporte de tubos de ensaio e armazena-los em refrigeracdo a
4-5 °C permitindo a conservacéo e a sedimentacdo das L3.

- A concentragdo das larvas ocorre naturalmente por sedimentacéo natural ou entdo é possivel
através da sua centrifugacdo a 1500 rpm durante 3 minutos.

- Pipetar o sedimento para uma lamina, colocar uma lamela e proceder a pesquisa e

identificagéo de larvas L3 ao M.O.
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A6- Identificacéo das |

Cabeca

arvas L3 (RCV/FAOQ, 2014b).

Observar a
bainha
Presente Ausente

Strongyloides
Cabeca

redonda quadrada

Bainha da cauda
de tamanho médio
Haemonhchus

Bainha da Corpos refractarios Corpos refractarios
cauda comprida .
presentes Cooperia ausentes

Gancho

presente
Nematodirus

Gancho Cauda curta Cauda média
ausente Trichostrongylus Ostertagia

16 Células 32 Células
intestinais intestinais

Bunostomum Oesophagostomum/
Chabertia
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AT7- Inquérito aos produtores
Inquérito
Este inquérito insere-se num estudo de mestrado integrado em Medicina Veterinaria da

Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa. E andnimo e pretende ser
breve, servindo apenas como complemento a informacao das analises parasitarias efectuadas
anteriormente. Pedindo-se que as respostas sejam as mais directas e claras possiveis.
Agradecendo desde ja o tempo despendido no preenchimento deste inquérito e colaboragéo

neste estudo.

NUmero de animais:

N° de Vitelos

<lmés___ 1més<6meses 6 meses < 1 ano
N° de Novilhas

1 ano < 2anos

N° de vacas em Producéo

N° de vacas Secas

Protocolo de desparasitacgao:
Presente Ausente
Se presente:

Qual o farmaco utilizado? Injectavel/ Pour-on

Quando é habitualmente utilizado?

Se ausente:

Porque nao desparasitam?

Maneio

Tipo de alimentacdo:

Pastagem (Sim/N&o)?

Se pastoreio presente:
Tipo de pastagem?

Pastoreio em parcelas (Sim/N&o)?

Quais os animais em pastoreio (Novilhas/secas/produgéo)?

Os animais em pastoreio estdo divididos em grupos (Sim/N&o)?
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Como estéo divididos os grupos?

Qual o encabegamento da exploracdo ou quantos animais tem por ha?

Existe regadio ou algum pivot?
Suplemento alimentar (Sim/N&o)?

Com qué (concentrado/unifeed/ambos)?

dia? Em que momentos do dia?

Se pastoreio ausente:

Unifeed: Qual a composic¢éo?

Animais em grupos ou parques (Sim/Nao)?
Como sdo organizados 0s grupos ou parques? Mesma

produtivas

Vitelos
Instalagdes?

Desinfeccdo das instalacdes (presente/ausente)?

Qual o produto?

Agua do leite de substituicio dos vitelos (Furo, pogo/agua da rede)?

Quantas vezes por

idades

e/ou

Tratamento dos vitelos com diarreia (Sim/N&o)?

Qual o tratamento geralmente aplicado?
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