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COCCIDIOSES EM VITELOS NA REGIAO DE MONTEMOR-O-VELHO

Resumo

A presente dissertacdo refere-se ao estudo desenvolvido no periodo entre 5 de Novembro
de 2007 e 5 de Maio de 2008, integrado na componente pratica do Estagio do Curso de
Mestrado Integrado na &rea de Clinica de Espécies Pecuarias. Foi possivel acompanhar
uma casuistica variada na area da Clinica, Reproducéo e Cirurgia de Bovinos, dentro da
qual foi escolhido o tema “Coccidioses em vitelos na regido de Montemor-o-Velho” para
desenvolvimento. Nesta dissertacdo serdo abordados os géneros Cryptosporidium e
Eimeria, parasitas conhecidos por causarem diarreia, mais ou menos grave, especialmente
em vitelos.

Foram recolhidas 101 amostras de fezes de vitelos, com idades de dois a 50 dias,
distribuidos por 26 exploracdes na regido de Montemor-o-Velho entre 29 de Fevereiro e 28
de Abril de 2008.

Na pesquisa de oocistos de Cryptosporidium, utilizaram-se as técnicas de esfregaco fecal
directo e pela técnica de esfregaco fecal ap0s concentracdo pelo método de Ritchie,
corados pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada. Para a pesquisa de oocistos de Eimeria,
as fezes foram analisadas segundo o método de Willis.

Para obter informacao adicional, foi ainda realizado um inquérito nas exploracdes sobre
condicdes gerais de maneio e instalagdes, além de outros factores considerados relevantes,
como a existéncia de histéria de diarreia neo-natal nas exploracdes, proveniéncia das aguas
de abeberamento e existéncia de cursos de agua proximos das exploracoes.

Os resultados obtidos permitiram detectar a presengca de Cryptosporidium em 39,6%
(40/101) dos vitelos pela técnica de esfregaco fecal e em 40,6% (41/93) dos animais pela
técnica de esfregaco fecal apds concentracédo pelo método de Ritchie modificado, com uma
sensibilidade de 75% e 85% respectivamente. A presenca de oocistos de Eimeria verificou-
se em 10,8% (11/101) de casos.

Foram identificados como factores de risco de infec¢&o por Cryptosporidium a idade e o tipo

de piso e paredes dos viteleiros.

Palavras-chave: Coccidioses, vitelos, diarreia, Cryptosporidium, Eimeria, Montemor-o-Velho



COCCIDIOSIS IN CALVES IN THE REGION OF MONTEMOR-O-VELHO

Abstract

The current dissertation refers to a study developed between November 5 2007 and May 5"
2008, as part of the curricular training towards the Integrated Master degree in Veterinary
Medicine, in the Farm Animals Medicine field. It was possible to follow diverse clinical cases
related to Internal Medicine, Reproduction and Surgery, from which the theme “Coccidiosis in
calves in the region of Montemor-o-Velho” was chosen. Cryptosporidium and Eimeria,
parasites known to cause mild and severe diarrhea, mostly in calves,.are the two genus
mentioned in this dissertation.

Fecal samples (n=101) were collected from calves, aged between 2 and 50 days, from 26
farms in the region of Montemor-o-Velho, between February 29th and April 28th, 2008.
Presence of Cryptosporidium oocysts was evaluated using direct fecal smears and fecal
smears after concentration with a modified Ritchie method, stained by a modified Ziehl-
Neelsen method. Eimeria oocysts were detected in fecal samples using Willis method.

For additional information, an inquiry was performed at the farms to obtain data about
general management conditions, calves housing, and other relevant factors such as history
of neo-natal diarrhea, source of drinking water and existence of natural water collections
nearby.

The obtained results allow to identify the presence of Cryptosporidium in 39,6% (40/101) of
calves by direct fecal smears technique and in 40,6% (41/101) animals by fecal smear after
concentration with a modified Ritchie method, with a sensibility of 75% for the first and 85%
for the latter technique. Presence of Eimeria oocysts was detected in 10,8% (11/101) of
samples.

Considering Cryptosporidium infection, age and type of soil and walls of calves sheds were

identified as risk factors.

Keywords: Coccidiosis, calves, diarrhea, Cryptosporidium, Eimeria, Montemor-o-Velho
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. INTRODUCAO

A presente dissertacdo descreve resumidamente as actividades desenvolvidas pela autora
no decurso do Estagio do Curso de Mestrado em Medicina Veterinaria, decorrido no periodo
compreendido entre 5 de Novembro de 2007 e 5 de Maio de 2008. Nos primeiros trés meses
deste periodo, acompanhei o trabalho da minha Orientadora, Dra. Elsa Monteiro Grillo, e
nos meses seguintes acompanhei o Dr. Luis Gomes em toda a sua rotina de Médico
Veterinario.

As actividades relatadas foram desenvolvidas na area geogréfica do concelho de Montemor-
o-Velho e também em alguns concelhos limitrofes, nomeadamente na zona de Cantanhede
e Figueira da Foz.

O estagio teve como objectivo a aprendizagem pratica na area da Clinica, Reproducéo e
Cirurgia das Espécies Pecuérias, tendo também acompanhado a intervengdo da
Organizacao dos Produtores Pecuérios (O.P.P.) da Cooperativa Agricola do Concelho de
Montemor-o-Velho cuja Médica Veterindria Coordenadora e Executora € a Dra. Elsa
Monteiro Grillo.

Este trabalho comeca com a caracterizacdo da regido de Montemor-o-Velho, seguido de
uma breve descricdo das actividades desenvolvidas onde ser4 exposta a casuistica
acompanhada.

Por ultimo, sera desenvolvido o tema especifico “Coccidioses em vitelos na regido de
Montemor-o-Velho”, onde é feita a revisao bibliografica, indicados os materiais e métodos
apresentados e discutidos os resultados obtidos e respectivas conclusées.

A observagdo das condicbes de estabulacdo e higiosanitarias dos vitelos presentes nas
exploracdes daquela regido, propicias ao aparecimento destes parasitas assim como pelo
facto, de muitos deles se apresentarem com diarreia, levou a escolha deste tema. Os
géneros Eimeria e Cryptosporidium s@o os unicos abordados nesta dissertagédo.

O termo “coccidioses” é aplicado, por norma as infecgdes causadas por Eimeria spp. e

termo “criptosporidiose” pelas provocadas por Cryptosporidium spp..

1. Caracterizacdo do Concelho de Montemor-o-Velho

O concelho de Montemor-o-Velho esta situado na Beira Litoral, distrito de Coimbra, regido
Centro e sub-regido do Baixo Mondego. Tem como concelhos limitrofes Cantanhede a
Norte, Soure a Sul, Condeixa-a-Nova e Coimbra a Este e Figueira da Foz a Oeste, sendo
atravessado no sentido Este-Oeste pelo rio Mondego.

Este concelho situa-se a uma altitude de 5 km acima do nivel do mar, ocupando uma area

de 228,62 Km? dividida em 14 freguesias: Abrunheira, Arazede, Carapinheira, Ereira,



Gatbes, Meds do Campo, Montemor-o-Velho, Pereira, Santo Vardo, Seixo de Gatdes,
Tentugal, Verride e Vila Nova da Barca.

A heterogeneidade do relevo origina zonas de diferentes caracteristicas, o que condiciona
tanto a distribuicdo geogréfica como as actividades econdémicas predominantes. O clima
sofre grande influéncia do oceano Atlantico, conduzindo a niveis elevados de humidade no
Inverno e a uma estacéo seca prolongada nos meses de Verao.

A agricultura continua a ter grande importancia, sendo o arroz e o milho as principais
culturas produzidas e, no sector animal, a producdo de leite e de carne sdo de grande
relevancia. A industria € representada por varios estabelecimentos fabris de pequena e
média dimensdo e predominam as transformacdes alimentares, sobretudo panificacdo e
lacticinios. A populacdo do concelho é de 25478 habitantes, apresentando um o baixo nivel
de escolaridade. Este facto repercute-se no tipo de actividade profissional, onde a grande

maioria da populacgdo activa esté ligada ao sector agricola e pecuario.

2. Descricéo das actividades realizadas no ambito da sanidade animal

A Organizacao de Produtores Pecuarios (O.P.P.) da Cooperativa Agricola do Concelho de
Montemor-o-Velho (MMV) é a entidade responsavel pela sanidade animal do efectivo
pecuério pertencente a 12 das 14 freguesias existentes no concelho. Esta O.P.P. cumpre
com todas as actividades previstas pelos planos oficiais determinados pela Direc¢do Geral
de Veterinaria, para erradicagéo e/ou controlo das seguintes doencas:
- Bovinos: Tuberculose, Leucose e Brucelose
- Pequenos Ruminantes: Brucelose
A actuacéo da O.P.P. relativamente ao efectivo bovino traduz-se em:
- Identificagdo animal com brinco, realizada segundo o estipulado pelos servigos
oficiais em todos os animais;
- Rastreio anual, por colheita de amostra de sangue para rastreio seroldgico, de
Brucelose a animais com idade superior a 12 meses e de Leucose Enzodtica Bovina a
animais com idade superior a 24 meses;
- Rastreio anual de tuberculose a animais com mais de 24 meses, realizada por
injeccdes intradérmicas de tuberculina aviaria e mamifera, na tdbua do pescoco (prova
de intradermotuberculinizacédo). A leitura da prova € feita as 72h ap6s inoculacao por
inspeccao visual e tactil, e medicbes da espessura da pele. Os animais que na prova
intradérmica apresentam resultados duvidosos sdo submetidos a nova
tuberculinizacdo apés um periodo minimo de 42 dias;
- Para além dos rastreios obrigatorios, a O.P.P. de MMV desenvolve outros planos de
accao gue incidem essencialmente na divulgacédo e aconselhamento dos produtores,
qguer através de documentacdo facultada e de sessbes de esclarecimento, quer

através de visitas regulares efectuadas as exploracoes:



- Controlo e profilaxia de mastites assente nos seguintes pontos: fornecimento a preco
reduzido, de antibiéticos sob a forma de suspenséo intramaméria para o tratamento no
inicio do periodo de seca; recolha de amostras de leite e envio ao laboratorio para a
realizacao de identificacdo de agentes, antibiograma e contagem de células somaticas
sempre que solicitado pelo produtor ou quando o responsével sanitario o entenda
oportuno;
- Controlo de doencas nao obrigatorias tais como parasitoses, doencas do tracto
reprodutivo, doencas metabdlicas e dos cascos, rastreio de Rinotraqueite Infecciosa
Bovina (IBR), Diarreia Viral Bovina (BVD) e leptospirose;
- Accbes de formacdo para sensibilizacdo dos produtores para a necessidade de
melhorarem a qualidade do leite, o bem-estar animal, assim como indicacdes e
esclarecimentos sobre as varias doengas, sobre os cuidados a ter na compra e venda
de animais e outras medidas de maneio.

Para o efectivo ovino e caprino as intervengdes sanitarias consistem em:
- Identificacdo de todos os animais através da colocacgéo de brinco;
- Rastreio anual de Brucelose por colheita de sangue, na veia jugular, e consequente
diagndstico serolégico. No caso de rebanhos com animais positivos, o rastreio passa a
ser realizado segundo o Anexo | do Dec. Lei 244/2000, 27 Setembro;
- Vacinagdo com Rev 1 das fémeas de reposicdo nas exploracbes com PIS (Plano
Individual de Saneamento);
- Desparasitacdo dos animais com desparasitantes de largo espectro, (normalmente
albendazol) e vacinacdo dos animais contra Agaldxia Contagiosa, Enterotoxémia e
Pieira, quando solicitado pelos produtores e sendo-lhes apenas cobrado o custo da
medicacao

3. Efectivos pecuarios pertencentes a area de intervencao da O.P.P. de MMV

Tabela 1 - Namero total de ruminantes e de exploragées, da O.P.P. de MMV

N° animais N° exploracdes
BOVINOS 4115 306
PEQ. RUMINANTES 5928 247

Tabela 2 - Namero de bovinos, de acordo com o grupo etario e a aptidao, da O.P.P. de MMV

BOVINOS Jovens (< 18 meses) Adultos
L 3 142 a 29
Leiteiros
Q 422 Q 1953
o J 359 3 169
Nao leiteiros
Q 362 Q 679




Tabela 3 - Niomero de Pequenos Ruminantes, jovens e adultos, divididos por espécie e tipo de
producédo da O.P.P. de MMV

PEQ. RUMINANTES Jovens (<12 meses) Adultos

3 ? ) ?
Ovinos leiteiros 8 91 92 2918
Ovinos ndo leiteiros 13 74 147 1839
Caprinos 6 29 62 650

Nao existem registos relativos ao efectivo suino da regido, mas a maioria das exploracdes é
do tipo familiar (i.e. com efectivos que variam de 1 a 20 animais), havendo somente em
algumas delas, um varrasco que serve de posto de cobricdo para as outras. Os leitbes
produzidos sdo vendidos com dois meses de idade e sdo destinados ao consumo em
restaurantes da zona da Mealhada e Bairrada.

Figura 1 - Actuacdo da O.P.P. de Montemor-o-Velho. Recolha de sangue através da veia jugular de

ovelha (a). Identificacdo através da colocacéo de brinco (b)
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4. Classificacao sanitaria do efectivo pecuario de Montemor-o-Velho

4.1. Bovinos

- Brucelose: a totalidade das exploracdes de bovinos apresenta o estatuto sanitario B4, o
que significa que o efectivo é “Oficialmente Indemne”, apresentando serologia negativa nos
rastreios que se efectuam anualmente a todos os animais.

- Tuberculose: todas as exploragdes apresentam-se classificadas como T3 (Oficialmente
Indemne), ou seja, todo o efectivo apresenta resultados negativos a prova de
intradermotuberculinizacao.

- Leucose Enzodtica Bovina: O estatuto sanitario é L4 (Oficialmente Indemne) para todas as

exploracoes.



4.2. Pequenos Ruminantes

A maioria das exploracBes apresenta-se classificada como “Oficialmente Indemne” (B4).
Existe contudo, uma pequena percentagem de efectivos com a classificagdo “Oficialmente
Indemne Suspensa” (B4S), devido ao desconhecimento da proveniéncia dos animais.

A classificacdo B3 (Indemne) é atribuida a 48 exploracdes, 15 das quais com efectivos
vacinados com Revl.

Por ultimo, a classificagcdo “N&do Indemne” é atribuida a trés exploragdes; uma delas
apresenta o estatuto B2.1 (o que significa que é positiva tanto serologicamente como no
isolamento bacteriano pos mortem) e as outras duas apresentam estatuto B2
(serologicamente positivas, mas com isolamento bacteriano pos mortem negativo).
Realiza-se um rastreio anual a todos os pequenos ruminantes, maiores de seis meses,
classificados como “Oficialmente Indemnes’e “Indemnes”. Nos efectivos “Ndo Indemnes”,
fazem-se rastreios consecutivos e vacinagdo do efectivo de reposi¢cdo (Programa Sanitario
Anual, O.P.P. de Montemor-o-Velho, 2008).

5. Caracterizacdo das exploragdes de bovinos leiteiros

Foram visitadas essencialmente trés tipos de exploragdes: de pequena (< 20 animais), de
média (20 — 50 animais) e de grande dimens&o (> 50 animais). A raca que predomina € a
Holstein-Frisia e o sistema de producao é o intensivo em todas as exploragdes.

As exploracdes de pequena dimenséo, a grande maioria na regido, emprega sistemas de
producdo simples, com poucas vacas em ordenha (< 20 animais), em estabulacéo
permanente e com camas feitas a base de palha e/ou mato. O pasto, a palha, a silagem de
milho e o concentrado constituem a principal base de alimentacédo, e em média, a producao
de leite/vaca/lactacdo € inferior a 7000 litros. Nas exploracbes deste tipo que foram
visitadas, a inseminacao artificial é préatica habitual.

No que respeita as de média dimensédo, a alimentacdo é feita com recurso a silagem de
milho, concentrado e a pré-mistura e as instalacdes ja apresentam locais de descanso
(“cubiculos”), separados das manjedouras, com camas feitas de areia ou serradura. As
médias de producdo leiteira por animal sdo as melhores (entre 7000 a 8000 litros de
leite/vaca/lactacao).

As exploracbes de grande dimensdo apresentam efectivos maiores (mais de 50 animais),
instalagbes mais modernas e melhores médias de producéo leiteira (entre 8000 a 10000
litros de leite/vacal/lactacdo). Apresentam maiores investimentos em tecnologia, onde ja se
justifica e verifica o recurso ao Unifeed para alimentar os animais. Nestas exploracbes a
eficacia reprodutiva dos animais geralmente é controlada. Realizam-se diagnésticos de
gestacdo por volta dos dois meses, e também s&o feitos diagndsticos de infertilidade.
Controlam-se indices reprodutivos tais como: intervalo parto-concepgao, intervalo entre

partos e intervalo parto-12 inseminacao.



A maioria das vacarias apresenta deficiéncias (especialmente as de pequena dimensao) no
gue respeita a funcionalidade e concepcédo arquitecténica onde nalguns casos, os padroes
minimos de higiene e de qualidade da producgéo leiteira sdo insatisfatorios. Estes animais
permanecem todo 0 ano nos estabulos, sobre piso de cimento e muitas vezes sem camas,
faltam maternidades, viteleiros, parques de exercicio, etc. No entanto, ndo s6 devido as
novas exigéncias da Comunidade Europeia relativas ao bem-estar animal, verifica-se
actualmente, uma modificagdo da mentalidade de alguns produtores que cada vez mais tém

a preocupacao de melhorar as instalacdes das suas exploracdes.

6. Actividade clinica

O trabalho de clinica consistia na visita as exploracdes, quando éramos solicitados por via
telefénica, e a maior parte da actividade incidiu sobre a espécie bovina de aptidéo leiteira,
onde foram contabilizados 526 casos.

Em seguida surge alguma clinica de suinos, mas toda ela em exploracfes tipo familiar.
Foram acompanhados 131 casos nesta espécie.

A clinica de pequenos ruminantes e de equideos foram as que tiveram menor expressao

durante o estagio com 16 e quatro casos observados respectivamente.

Grafico 1 — Percentagem de consultas em cada espécie
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6.1. Casuistica da actividade clinica, especificada por aparelhos/tecidos

6.1.1. Casos acompanhados em clinica de Bovinos

A maioria dos casos acompanhados na clinica de bovinos foi relativa ao aparelho digestivo,

aparelho urogenital e a glandula mamaria.

Grafico 2 — Distribuigdo da casuistica por aparelhos/tecidos

M Ap. Digestivo
| Ap. Respiratorio
M Ap. Musc.-esqu. e locomotor

M Pele e tec. subcutaneo

W Sist. Nervoso
2% 3% H Ap. Urogenital

 Glandula mamaria

 Outros
Glandula Mamaria
Caso N°
Mastites clinicas 35
- Origem traumatica 8
- Colibacilar 15
- Por Corynebacterium spp.
- Mastite gangrenosa
- Mastite enfisematosa por Clostridium spp 3
Mastites sub-clinicas 15
Hemolactagéo
Ferida na extremidade do teto
Obstrucéo fibrinosa do teto 10

Feridas no Ubere por fricgédo 11




Aparelho digestivo

Caso N°
Indigestdo Simples 23
Indigestao por sobrecarga de Rumen 9
Indigestao Vagal 1
Indigestao lactea em vitelos 10
Diarreia 45
- Vitelos 32
- Adultos 13
Deslocamento de Abomaso (D.A.) 35
- d esquerda (D.A.E.) 24
- adireita (D.A.D.) 8
- com tor¢éo parcial 3
Ulceras do Abomaso 1
Torgdo do Mesentério 2
Reticulo Pericardite Traumatica 4
Dilatacdo do Ceco 3
Anorexia pds-parto 16
Resolucdo de D.A. 29
-D.A.E.
- Omentopexia paralombar direita 19
- Abomasopexia paralombar esquerda 1
- Abomasopexia paramediana 1
-D.AD.
- Omentopexia paralombar direita 8
Aparelho muasculo-esquelético e locomotor
Caso N°
Traumatismos (entorses, luxacoes, fracturas) 19
- Vitelos 1
- Adultos 18
Poliartrite em vitelos 5
Artrogripose em vitelo
Alteracdes da Ungula 14
- Panaricio interdigital 8
- Pododermatite traumatica
- Dermatite digital 4




Pele e tecido sub-cutaneo

Caso N°
Alergia (alimentar, picadas de insectos) 12
Onfalite em vitelo 4
Sutura de chanfro de vitela apds corte acidental 1

com motoserra
Abcesso de origem traumatica 2
- a entrada do peito

- na face

Figura 2 — Chanfro de vitela, lacerado por uma motoserra (a) e sutura do mesmo (b)

Figura 3 — Edema facial provocado por reaccédo alérgica a picada de vespas numa vaca




Aparelho Urogenital

Caso N°
Urovagina 21
Pneumovagina 14
Prolapso vaginal 4
Prolapso uterino 2
Partos 31
- Eutécicos 5
- Dist6cicos 20
- Desproporcéao feto-materna 11
- Por defeitos de atitude 8
- Por presenca de feto enfisematoso 1
- Gemelares 1
- Teratoides (monstro Onfalosita) 1
- Torcao uterina 4
- a esquerda 3
- a direita 1
Feto mumificado (identificado por 1
rectal)
Episiotomia 1
Episioplastia
Inducéo de parto em gestagBes prolongadas 4
Castracéo de novilhos de raca Mertolenga 14

Cerca de 90% do trabalho realizado na clinica de bovinos leiteiros, foi relativo a maneio

reprodutivo. Pela grande carga de trabalho efectuado nesta area durante o estagio, a sua

guantificacdo nao foi possivel, mas para além do diagnéstico e tratamento das doencas do

aparelho genital acima referidas, as actividades realizadas no ambito do maneio reprodutivo

foram:

- Doencas associadas ao periodo puerperal, como metrite pos-parto e retengéo

placentaria;

- Diagndstico de gestacgéo;

- Diagnostico e tratamento de infertilidade (ovéarios quisticos, ovarios inactivos

principalmente por deficiéncias nutricionais, cios silenciosos, diestros prolongados

devido a condi¢bes patolégicas como metrites e endometrites, falhas de fertilizacao,

deteccédo de aderéncias e/ou abcessos no(s) ovario(s) e/ou utero);

- Inducéo e sincronizacdo da ovulacgéo.
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Figura 4 — Extracc¢éo forcada de feto enfisematoso (a). Castracdo de novilho (b)

-
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Figura 5 —Monstro Onfalosita (a). Parto distécico (feto em apresentagéo longitudinal posterior) (b)
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11



Aparelho respiratério

Caso

Pneumonia
- Vitelos
- Adultos

Complexo pneumo-entérico em vitelos

32
21
11

Sistema Nervoso

Caso

Z
°

Leséo/ruptura do Nervo Obturador
Meningite em vitelo

Suspeita de Listeriose em vaca

N N N

Outras

Caso

Z
°

- Distlrbios metabdlicos:

- Hipocalcémia

- Cetose

- Cetose nervosa

- Sindrome Figado Gordo

- Hipomagnesiémia numa vaca

- Acidose Ruminal em vaca

- Acidose em vitelo
- Anemia por suspeita de hemoparasitas em vaca;
- Necropsia em vaca

- Descorna de Vitelas e Novilhas

N P P PO P WW O, W o~
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6.1.2. Casos acompanhados em clinica de Pequenos Ruminantes

Aparelho Espécie/caso N°
Aparelho Genital e Ovelhas
glandula maméria - Prolapso vaginal 2
- Retengéo placentéria 1
Cabras
- Cesariana
- Mastite 4
Aparelho Respiratério Ovelhas 8
Pneumonia
6.1.3. Casos acompanhados em clinica de Equideos
Aparelho Espécie/caso N°
Aparelho Digestivo Célica 2
Aparelho respiratério Doenca Respiratdria Obstrutiva 2

Crénica
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6.1.4. Casos acompanhados em clinica de Suinos

Aparelho Espécie/caso N°
Aparelho digestivo Diarreia 55
- Leitdes 30
- Adultos 25
Indigestao em adultos 16
Aparelho respiratério Pneumonia 20
- LeitBes 12
- Adultos 8
Aparelho Genital e Sindrome M.M.A. (Mastite Metrite Agalaxia) 17
glandula mamaéria Mastite 5
Parto distécico
Prolapso vaginal
Castracao 14
- LeitBes 4
- Varrascos 10
Aparelho Locomotor Poliartrite em leitdes 6
Traumatismo nas unhas 4
Doencas infecciosas e | Mal Rubro 2
doencas infecto- Doenca dos Edemas 9
contagiosas Suspeita de Salmonelose 3
Sarna 4
Outros Administracdo intramuscular de ferro/complexos 75
vitaminicos em leitdes
Inducéo de cio 3
Prolapso rectal 2

Figura 6 — Prolapso rectal em porca
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7. Criptosporidiose

A criptosporidiose é uma doenca parasitaria, cujo principal sinal clinico nos vitelos é a
diarreia. Esta doenca é causada por protozoarios do género Cryptosporidium estando
incluido no Filo Apicomplexa, Classe Sporozoa, Sub-classe Coccidia, Ordem Eucoccidiida,
sub-ordem Eimeriina, familia Cryptosporidiidae (Mora, 1999). As espécies do género
Cryptosporidium, desenvolvem-se no aparelho digestivo e respiratério de varias espécies de
vertebrados, tendo ja sido descritas em mais de 170 espécies animais. Actualmente sao
consideradas 13 espécies validas e nos bovinos foram identificadas quatro espécies de
Cryptosporidium: C. bovis, C. parvum C. andersoni e a muito pouco conhecida C. deer-like
(Slapeta, 2006).

Apesar da sua importancia na sanidade e producao animal, a criptosporidiose é também
uma zoonose. Os animais sdo um dos principais veiculos de transmissao da doenca para 0s
humanos ao eliminarem nas fezes, oocistos que vao infectar os alimentos e a agua de
bebida.

Tabela 4 — Espécies validas de Cryptosporidium e respectivos hospedeiros principais

Espécie Hospedeiro principal
C. andersoni Bovinos

C. baileyi Galinha e outras aves
C. hominis Humanos

C. canis Céo

C. felis Gato

C. galli Aves

C. hominis Humanos

C. meleagridis Aves e humanos

C. molnari Peixes

C. muris Roedores e outros mamiferos
C. parvum Ruminantes e humanos
C. wrairi Porco da india

C. saurophilum Lagartos e cobras

(Xiao, Fayer, Ryan, & Upton, 2004)
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7.1. Ciclo biolégico

O género Cryptosporidium tem um ciclo biolégico semelhante ao do género Eimeria com as
seguintes excepcoes:
- localiza-se dentro da célula do hospedeiro onde as fazes enddgenas estdo
confinadas a superficie apical das células epiteliais;
- 0 6rgao de nutricdo situa-se na base do vacuolo parasitoforo, facilitando a entrada de
nutrientes através da célula hospedeira e esta envolvido por diversas membranas
apicais;
- 0S 0ocistos contém esporozoitos nus, isto €, ndo estdo envolvidos num esporocisto;
- 0S oocistos, quando passam para as fezes, ja estdo esporulados e logo, séo
imediatamente infectantes;
- presenca de dois tipos de oocistos, uns de paredes finas, responsaveis pelo ciclo
auto-infectante e outros de paredes espessas que constituem as formas infectantes no

meio ambiente (Pérez-Gorddn, 2006; Tzipori et al., 1983).

Figura 7 — Representacado esquematica do ciclo de vida de Cryptosporidium spp (adaptado de
Palmateer, 2003)
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O ciclo é monoxeno, onde todas as suas fazes (sexuadas e assexuadas) ocorrem no
mesmo hospedeiro. Nos ruminantes, o ciclo inicia-se com a ingestédo de oocistos, seguindo-
se 0 desenquistamento e consequente libertacdo dos quatro esporozoitos no tracto
gastrintestinal. A accdo da tripsina, dos sais biliares e da temperatura corporal dos
mamiferos, provoca a ruptura da membrana do oocisto em pouco tempo (30 a 60 minutos),
dando inicio a fase assexuada — merogonia ou esquizogonia — onde sdo produzidas duas
geracdes de merontes (esquizontes) de tipo | e tipo Il, contendo no seu interior, oito e quatro
merozoitos respectivamente. Os merozoitos do tipo |, amadurecem e libertam-se do vacuolo
parasitéforo, infectam novas células epitelias, podendo originar novas merogonias de
primeira geracdo ou entdo, formarem merontes de tipo Il. A partir dos merozoitos da
segunda geracgdo, da-se inicio a fase sexual do ciclo, e 0os micro e 0os macrogamontes
resultantes, fundem-se e formam o zigoto. Os microgamontes contém no seu interior
dezasseis microgdmetas e 0s macrogametas possuem granulos de polissacaridos na parte
basal e corpos formadores da parede na periferia. O microgameta flagelado vai-se fundir
com o macrogameta e forma o zigoto.

Em 80% dos casos formam-se oocistos de parede grossa com 4 espo0zoitos no seu interior.
Sdo constituidos por uma parede dupla e constituem a forma de resisténcia no meio
ambiente, sendo o0s responsaveis pela transmissdo da doenca entre hospedeiros. Os
oocistos, imediatamente infectantes no momento em que s&o excretados para 0 meio
ambiente, estdo muito bem adaptados, o que os torna bastante resistentes a todas as
alteracbes ambientais, exceptuando a dessecacéo e a congelacdo (Mora, 1999). Os 20%
restantes, tém parede fina e sdo o0s responsaveis pela auto-infeccdo do hospedeiros quando

se desenquistam no seu interior.

7.2.  Morfologia dos oocistos

Os oocistos do tipo C. parvum apresentam uma forma oval ou eliptica com uma parede
formada por trés membranas e duas camadas quitinosas e contém no seu interior quatro
esporozoitos nus, sem esporocisto. Tém um comprimento compreendido entre 4,5-5,4 um
por 4,2-5,0 um de largura (R. Fayer, Speer, C.A., Dubey, J.P., 1997).

A espécie do género C. bovis apresenta oocistos com dimensdes muito semelhantes a
anterior (4,76-5,35 x 4,17-4,76 um), enquanto que os oocistos da espécie C. andersoni
apresenta dimensdes bem distintas (6,0-8,1 x 5,0-6,5 ym) (R. Fayer, Santin, & Xiao, 2005;
Xiao et al., 2004).
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7.3. Epidemiologia

A espécie Cryptoporidium parvum é um dos agentes etioldgicos mais comuns da sindrome
de diarreia neonatal em vitelos, sendo também encontrado em muitas outras espécies de
mamiferos, incluindo o homem.
Os criptosporideos apresentam diversos factores biolégicos condicionantes da sua
epidemiologia:

- O ciclo de vida ndo necessita de hospedeiro intermediério,

- Natureza ubiquitaria capaz de causar infec¢des cruzadas em multiplas espécies,

- Oocistos altamente resistentes as condi¢cdes ambientais,

- Oocistos imediatamente infectantes,

- Alta taxa de multiplicacéo (>10'°) em apenas um unico hospedeiro,

- Doses minimas infectantes muito pequenas (< 10 a 100 oocistos),

- Actividade refractéria a diversos farmacos e desinfectantes.
Os animais mais jovens apresentam maior susceptibilidade a doenca e, a mortalidade em
recém-nascidos tem sido relatada em muitas espécies animais, afectando principalmente os
ruminantes (Radostits, 2007b).
A infeccd@o nos vitelos, normalmente tem inicio entre a primeira e a quarta semana de idade
e a duracdo da infeccéo é de cerca de duas semanas. A excrecao pode ter inicio logo aos
dois dias de idade, atingindo o seu maximo aos 14 dias de idade (Olson, O'Handley,
Ralston, McAllister, & Thompson, 2004).
A distribuicdo da criptosporidiose nos ruminantes é cosmopolita e autolimitante. Apos a
infecgdo, os ruminantes desenvolvem imunidade duradoura (Radostits, 2007b).
Nos Estados Unidos da América, um estudo a nivel nacional com 7 369 vitelos pertencentes
a 1103 exploracdes, detectou a infecgdo em 59,1% (n=652) das exploracdes e em 22,4%
(n=1648) dos vitelos. As exploracbes onde existiam maternidades mdltiplas e as
exploracdes com mais de 100 vacas a produzir leite, foram as que apresentaram um maior
namero de vitelos infectados (Garber, Salman, Hurd, Keefe, & Schlater, 1994).
Em Portugal, Martins (1997) registou na regido de Barcelos uma prevaléncia global de 12%
(30/250) em bovinos com idades compreendidas entre os dois dias e adultos e, Pereira da
Pereira da Fonseca, Mariano e Lopes (1998) registaram uma taxa de infeccdo de 44%
(62/141) em vitelos até aos quatro meses de idade na regido de Montemor-o-Novo. Mais
tarde, Pereira da Fonseca (2000) obteve uma prevaléncia global de 23,3% (129/553) de
Cryptosporidium parvum em gado bovino das regiées Centro e Sul do pais. Foi também
demonstrada uma prevaléncia de 3,6% em diversas espécies de ruminantes selvagens
pertencentes ao zoo de Lisboa. No ano de 2005, um estudo realizado por Martins et al.
(2007) com 183 animais pertencentes a 30 exploracles leiteiras em Murtosa, regido de
Aveiro detectaram uma taxa de infec¢éo de 74,8% (137/183) em animais com idades até 12

semanas, onde as maiores percentagens foram observadas em animais com idades
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compreendidas entre sete a 14 dias e 15 a 21 dias, atingindo valores de 89% (56/63) e 90%
(35/39) respectivamente.
Um outro estudo, de caracterizagdo molecular de isolados de Cryptosporidium de bovinos
de Portugal, revelou uma prevaléncia de 25,4% (74/291) em vitelos e 4,5% (8/176) nos
adultos, cuja espécie prevalente era C. parvum (Mendonca et al., 2007).
Nos ruminantes domeésticos, a principal fonte de contagio para os vitelos, sdo as fezes
excretadas pelos animais neonatos infectados pelas maes e também pelos animais adultos
(particularmente se estiverem em alojamentos comuns ou em estabulacdo permanente).
Outras potenciais fontes de infecgéo para estes animais séo:

- roedores, gatos, caes e animais silvestres infectados,

- vectores como, por exemplo insectos, aves ou seres humanos e

- a contaminacgédo fecal do Ubere das vacas, dos alimentos, das aguas, das camas, das

mangedoras, entre outros (I. Pereira da Fonseca, 2000).
Estudos recentes demonstraram que a infecgédo por C. parvum é mais frequente em vitelos
de exploracdes leiteiras do que em vitelos de exploragbes de carne em extensivo mas,
gquando ocorre nestes, o quadro clinico geralmente é mais severo (Ralston, McAllister, &
Olson, 2003).
A criptosporidiose apresenta elevada morbilidade mas baixa mortalidade. Contudo, no
Canada, registaram-se altos niveis de mortalidade (30%), em vitelos de exploracdes de
carne em extensivo, tendo sido associada com a introducdo de vitelos de exploractes
leiteiras durante a época de nascimentos. Os vitelos introduzidos provavelmente ja tinham
sido expostos anteriormente a infeccdo e desenvolvido imunidade, demonstrando assim a
fraca imunidade dos animais de carne a criptosporidiose (McAllister, Olson, Fletch,
Wetzstein, & Entz, 2005).
Varios estudos demonstraram que existe uma grande quantidade de bovinos leiteiros ou de
carne nas exploragdes a excretar oocistos para a natureza, estando ou ndo com diarreia. Os
animais adultos infectados, sdo assintomaticos e libertam uma grande quantidade de
oocistos para 0 meio ambiente. No momento do parto, as vacas libertam um maior nimero
de oocistos comparativamente a vacas no periodo pré-parto e pés-parto. Os neo-natos
adquirem imediatamente a infecgdo, principalmente devido ao elevado niumero de oocistos
excretados pelas mées durante o parto (Faubert & Litvinsky, 2000).
A doenca nos humanos € cosmopolita e pode ocorrer em qualquer idade. Em pacientes
imunocompetentes, a criptosporidiose manifesta-se como uma enterite aguda auto-limitante,
que pode ser acompanhada por dor abdominal, perda de apetite, nduseas, vomitos, perda
de peso e por vezes hipertermia, podendo contudo, ocorrer infec¢cdes assintométicas. Por
sua vez, em pacientes imunocomprometidos (como no caso de doentes com SIDA), a
criptosporidiose pode causar uma infecgdo oportunista com um quadro clinico mais severo,
cronico e por vezes fatal (Tzipori & Ward, 2002; Yoder & Beach, 2007).
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Nos Estados Unidos da América, de 2003 a 2005, o numero total de casos registados
(incluindo imunocomprometidos) de criptosporidiose aumentaram 11,6% de 2003 a 2004 (de
3505 casos para 3911 casos respectivamente), tendo em seguida aumentado 111,4% em
2005 para 8269 casos (Yoder & Beach, 2007).
Em Portugal, existem poucos dados relativos a criptosporidiose humana, mas um estudo
desenvolvido por Matos et al. (1998), revelou uma prevaléncia global de 8% (36/465) em
pacientes infectados com VIH, no Hospital de Santa Maria, Lisboa.
A via de transmissdo mais comum € a fecal-oral através da ingestdo de oocistos excretados
nas fezes de animais ou de humanos. Contudo, a doenga pode ser transmitida directamente
(pessoa-pessoa ou pessoa-animal) ou indirectamente através da ingestdo de agua ou de
alimentos contaminados com oocistos.
A contaminacdo hidrica € uma importante fonte de transmissdo, uma vez que 0S 00cCistos
podem estar presentes em todo o tipo de aguas, tais como rios, lagoas, piscinas, aguas
residuais e também na agua potavel. A auséncia de tratamento de efluentes urbanos ou
pecuarios, a ocorréncia de ruptura de saneamento basico, entre outros, sdo responsaveis
pela presenca de oocistos de Cryptosporidium em aguas superficiais e subterraneas (R.
Fayer, 2004).
Os oocistos de Cryptosporidium sdo extremamente resistentes a maioria dos desinfectantes
comummente utilizados e a cloracdo das aguas potaveis ndo € suficiente para prevenir a
infeccdo (Olson et al., 2004). Apesar de ja terem sido documentados casos individuais de
enterite por Cryptosporidium em humanos, a situagdo tomou outras propor¢gdes quando, em
1994 no Texas, cerca de 2000 pessoas contrairam a doenca apds terem bebido agua
clorinada.
Em Carrolton, Georgia ocorreram 13 000 casos em 1987 e em 1992 ocorreram 15 000
casos em Jackson Country, Oregon. No ano de 1993, em Milwaukee, Wisconsin, durante a
chamada “wet spring” foram registados 400 000 casos (cerca de 25% de pessoas expostas)
(MacKenzie et al., 1995).
O parasita C. parvum, por ser um organismo ubiquo, apresentar um grande numero de
reservatorios zoonoticos e ser altamente infeccioso, eleva o risco de qualquer pessoa
adquirir esta infeccdo. Em 1981, foi diagnosticada criptosporidose em estudantes de
Medicina Veterinaria, que cuidavam de vitelos infectados com esta doengca (Anderson,
Donndelinger, Wilkins, & Smith, 1982). As pessoas com elevado risco de infec¢do séao:

- pessoas que contactam com animais infectados,

- pessoas que tenham ingerido 4guas de recreio (lagos, rios, piscinas, etc) ou agua de

abastecimento tratada de modo inadequado,

- contacto com pessoas infectadas, como por exemplo, pessoas da mesma familia ou

do mesmo agregado familiar ou pessoas de instituicdes de acolhimento,

- vigjantes a paises com baixas condi¢Bes higiosanitarias (Yoder & Beach, 2007).

20



A infeccdo por C. parvum foi estudada em muitas espécies de mamiferos e, até a pouco
tempo, pensava-se que apenas esta era responsavel pela doenca nos humanos. Existe uma
certa especificidade das espécies de Cryptosporidium em relagdo ao hospedeiro, mas néao
de uma forma estrita. Estudos recentes indicam que algumas espécies de Cryptosporidium,
sdo capazes de passar a barreira da classe dos vertebrados. A espécie C. meleagridis,
especifico do peru, foi isolado em criangas no Uganda e noutros mamiferos tais como ratos
e leitdes (Tzipori & Ward, 2002). Para além de C. meleagridis, C. canis, C. felis e C. muris,
anteriormente consideradas especificas do peru, do cdo, do gato e do murganho
respectivamente, a espécie zoonoética mais comum € a C. parvum (genotipo bovino). Esta
espécie estd associada a uma maior intensidade e duracdo dos sintomas (Olson et al.,
2004). Anteriormente pensava-se que o C. hominis era uma espécie antropdnica até ter sido
isolado num dugongo (Dugong dugong) (Morgan-Ryan U.M., 2000) e em primatas (Traversa
et al., 2004).

Em Portugal, Matos et al. (2004) detectou num total de 40 individuos com criptosporidiose,
11 pacientes infectados com C. hominis, 22 com C. parvum, quatro com C. meleagridis e
trés com C. felis.

A espécie Cryptosporidium andersoni, que coloniza as glandulas gastricas dos ruminantes,
pode afectar uma pequena percentagem de bovinos adultos. Esta espécie foi inicialmente
denominada C. muris e pensava-se que era a mesma que afectava roedores, mas apos ter
sido feita a sua distingdo geneticamente passou a ter a denominagéo C. andersoni (Lindsay
et al., 2000). Esteban e Anderson (1995) verificaram em vacas cronicamente afectadas com
esta espécie, uma reducdo em 13% na producdo de leite e que excretavam grandes
guantidades de oocistos para o ambiente.

Os oocistos podem sobreviver durante meses em meios liquidos a 4°C e em ambientes
conspurcados (com muita matéria organica), com humidade elevada e temperaturas
amenas. A dessecacao torna 0s oocistos mais susceptiveis, ndo sobrevivendo a
temperaturas superiores a 65°C ou de congelamento (-18°C) (Current & Haynes, 1984;
Tzipori, 1983).

Estudos em bovinos, no Ontério revelaram que existe uma maior frequéncia de casos de
criptosporidiose durante os meses de Inverno (Dezembro, Janeiro, Fevereiro), o que podera
estar relacionado tanto com condi¢cdes ambientais, como a factores relacionados com o tipo
de maneio de Inverno dos animais (confinamento, sanidade reduzida, etc) (Sanford &
Josephson, 1982).

Em 1993, na zona ocidente dos E.U.A., ocorreu uma elevada taxa de diarreia neonatal e de
mortalidade em bovinos de carne, na estacdo da Primavera (Anderson, 1998). Em todos
estes casos, foi isolado Cryptosporidium, tendo sido nalguns deles, o Unico agente
encontrado. Altos niveis de stress e de exposi¢do durante varias semanas a solos e a aguas

infectadas tera contribuido para esta situagdo. O parasita Cryptosporidium e outros
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organismos encontraram condicdes ideais de temperatura e humidade, mantendo-se
preservados e concentrados em namero muito elevado. Apesar dos esfor¢cos para minimizar
o0 stress ambiental ao longo dos anos, continuaram a ser registados casos de diarreia nestas
exploragcdes. Anderson (1998) conclui assim que € possivel existirem, altas doses
infectantes de Cryptosporidium, em todas as condic¢des climaticas e esta¢fes do ano.

A deteccdo de oocistos em agua potavel tornou-se num desafio para encontrar o melhor
método para a desinfectar. A cloracdo da &gua pelos métodos usuais tem um efeito
reduzido, uma vez que os oocistos de Cryptosporidium, relativamente a outros agentes
enteropatogenicos, sdo 30 vezes e 14 vezes mais resistentes ao ozono e a cloragao
respectivamente. A desinfeccao por radiacao U.V. requer periodos longos de exposicéo, de
pelo menos 150 minutos. A frequéncia de aparecimento deste organismo em agua para
consumo humano também indica a ineficacia de métodos habituais de limpeza (como a
filtrac&o, floculagdo, sedimentacéo e desinfeccdo) na separagéo ou inactivagcao dos oocistos
Relativamente aos métodos quimicos de desinfeccdo, os oocistos de Cryptosporidium
demonstram uma elevada capacidade de resisténcia. O hidroxido de amoénio a 5% e a
formalina a 10% sado eficazes se actuarem durante 18 a 24 minutos. O peréxido de
hidrogénio elimina a infectividade dos oocistos ao actuar durante 5 a 10 minutos a

temperatura ambiente (Mora, 1999).

7.4. Patologia e Patogenia

As lesBes macroscopicas e histoldgicas sdo semelhantes a muitas outras provocadas por
outros agentes enteropatogénicos, ndo existindo sinais patognomaonicos. Nos ruminantes é
comum haver distensao intestinal com gas, contendo material amarelo, mucéide ou aquoso,
além de outros sinais inespecificos, tais como mucosa congestionada, enterite e colite
(Kirkpatrick, 1995; I. Pereira da Fonseca, 2001).

Observagfes histopatolédgicas revelam atrofia (com encurtamento e fusdo) das vilosidades,
infiltracdo da lamina propria com células mononucleares ou neutrofilos. O epitélio da mucosa
pode surgir com descamacao e alguma metaplasia com células epiteliais cubodides.

A porcao distal do intestino delgado, por ser a area mais infectada, é também a mais
afectada. Também podem ser encontradas areas de grande infec¢ao no intestino grosso.

A invasdo do parasita vai provocar a ruptura do equilibrio entre a absorcdo e secrecao
intestinal. A destruicdo dos enterdcitos leva a atrofia das vilosidades e diminuigdo das
enzimas digestivas presentes na mucosa, originando hiperplasia das criptas com
consequente ma absor¢cdo e ma digestao de agua e nutrientes. Para além disto, ha também
uma alteracdo na permeabilidade do epitélio intestinal, devido a alterac6es nos pontos de
unido celular. Mora, Bautista e Vazquez (1999) mencionam que a activacdo de diversos

mediadores da inflamacéo celular (bradiquininas e prostaglandinas), tem sido relacionada
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com a resposta hipersecretora no intestino, assim como o efeito dos sais biliares no cdlon,
que ao serem absorvidos no ileo, poderdo danificar o epitélio do cdélon e estimular a
secrecao de fluidos e electrolitos por activagdo do AMP ciclico.

A patogenia é mediada pelo excesso de secre¢do de fluido no limen intestinal e
incapacidade do co6lon em reabsorver agua adequadamente, ma-absor¢édo por diminuicdo
da &rea de superficie e ma-digestdo por alteracdo das enzimas digestivas no epitélio
intestinal.

Ainda ndo estd bem esclarecido se as altera¢cdes da mucosa e as altera¢des bioquimicas
séo o resultado de factores derivados do parasita, ou da reac¢do imunolégica do hospedeiro
(ou combinacdo dos dois). Tzipori e Ward (2002) mencionam que apesar dos factores
imunitarios que contribuem para a recuperagdo dos hospedeiros imunocompetentes néo
estarem completamente compreendidos, a presenca de uma quantidade Optima de linfocitos
T CD4 em circulagdo ou presentes na mucosa intestinal assim como de INF-y (interferdo

gamma)desempenham um papel importante na eliminagédo do parasita.

7.5. Sinais clinicos e sintomas

7.5.1. Nos Bovinos

Os principais sinais da criptosporidiose sdo os de enterocolite, sendo 0s mais conhecidos:
diarreia, aumento da frequéncia de defecagcdo, tenesmo, anorexia, perda de peso e
depressdo. Em certos casos verifica-se desidratacdo e a diarreia € descrita como profusa,
de cor amarela e aquosa. A consisténcia das fezes varia entre consisténcia normal a casos
de diarreia profusa com fezes aquosas. Comparativamente a outras infecgbes que
provocam diarreia, a alta mortalidade ndo é comum na Criptosporidose, mas se as
condigbes ambientais forem adversas e 0o maneio inadequado, poderdo surgir surtos de
elevada mortalidade (Mora, 1999).

Os sinais ndo sdo patognomonicos, sendo impossivel diferenciar a criptosporidiose de
outros agentes enteropatogénicos. E bastante comum haver infecgdes concomitantes com
outros agentes enteropatogénicos (por exemplo, Rotavirus, Coronavirus), tornando a
diarreia mais severa e muitas vezes carcterizada por emanciacdo e morte (Merck & Co.,
2005b)

Os bovinos jovens sdo os mais afectados, visto que o colostro nao é eficaz contra a infeccéo
e na maioria dos casos, a diarreia é auto-limitante. Nos adultos, a criptosporidiose
geralmente é assintomatica e estes animais libertam oocistos para o ambiente durante toda
a vida (Anderson, 1998).

Nas infeccbes naturais, o aparecimento dos sintomas e a eliminagdo dos oocistos comeca
na 12 ou 22 semana de vida. A duracdo da diarreia tende a prolongar-se por mais alguns

dias em comparacédo com as diarreias causadas por Rotavirus, Coronavirus ou Escherichia
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coli enterotoxinogénica. Estas, podem ocorrer na mesma altura que ocorre a
criptosporidiose, mas apresentam um periodo de duragdo mais curto. Casos de diarreia viral
gue ndo seja complicada por outros agentes patogénicos, normalmente persistem por trés
dias a alguns dias, e € comum haver uma boa resposta a fluidoterapia e a terapia
electrolitica, quando implementada durante alguns dias. A enorme perda de fluidos devido a
diarreia provocada por E. Coli enterotoxinogénica leva a rapida depressao e recumbencia
dos animais, onde o choque hipovolémico e consequente morte podem ocorrer em 12 a 24

horas (Merck & Co., 2005b).

7.5.2. No Homem

O periodo de incubacao da criptosporidiose é de 7 a 10 dias apds a ingestao dos oocistos.
Nos imunocompetentes, o processo € auto-limitante, manifestando-se sob a forma de
diarreia aguda com duracéo de trés a sete dias. Os sintomas mais frequentes sdo nauseas,
febre, dor abdominal e diarreia com elevada frequéncia de defeccdo (duas a 10 vezes por
dia) (Tapia et al., 2006). A duracdo e a severidade dos sintomas dependem da accado
combinada de varios factores relacionados com o hospedeiro (como por exemplo: idade,
situacdo imunolégica e dose infectante do parasita) e com o parasita (origem,
espécie/gendtipo) (Tzipori & Ward, 2002). As fezes contém pouca matéria fecal, sendo
principalmente constituidas por agua e muco e muito raramente sangue e leucdcitos. Nos
imunodeprimidos, o estado imunitario do paciente vai influenciar a duragdo e a gravidade da
infecgdo, podendo ser assintomatica ou manifestar-se como diarreia aguda, intermitente ou
cronica, que poderd levar a morte em pacientes gravemente imunodeprimidos. A presenca
da infeccdo estd directamente relacionada com a deficiéncia em linfocitos (< 150/ml) e a
actividade dos linfocitos CD4+. Assim, em doentes com SIDA, ou sujeitos a
imunosupressao, o quadro clinico torna-se mais severo e prolongado, acompanhado de ma-
absorcéo e desidratacdo grave, com uma frequéncia de defecacdo muito elevada (5 a 20
por dia) (A. M. Tapia, Alamo, Garcia, & Casanova, 2006; Tzipori & Ward, 2002). Nestes
pacientes, a espécie C. parvum pode produzir infecgdes extraintestinais, afectando, entre
outros, o trato respiratério, o pancreas, figado e vesicula biliar (A. M. Tapia, Alamo, C. F.,

Garcia, C. L., Casanova, P. M., n.d.).

7.6. Imunidade

Nos ruminantes, a receptividade a criptosporidiose vai diminuindo & medida que a idade
aumenta, sendo os vitelos até as trés semanas de idade, 0os animais que apresentam um
quadro clinico mais grave. Verifica-se uma diminuicdo dos sinais nos animais a partir de um
més de idade.

Nos ruminantes recém-nascidos, a proteccao contra agentes enteropatogénicos durante 0s

primeiros dias de vida € mediada localmente por anticorpos colostrais e depois por
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anticorpos seéricos derivados do colostro, que séo secretados para o limen intestinal durante
o primeiro més de vida (Riggs, 2002).

O colostro normal é incapaz de proteger os vitelos recém-nascidos contra a infecgdo. No
entanto, utilizagédo de colostro hiperimune, produzido por hiperimunizacao das maes (através
da sua exposi¢do a oocistos/espoozoitos), com altos titulos de anticorpos contra antigénios
de Cryptosporidium tem influéncia na reducdo do numero de oocistos excretados e na
diminuic@o do periodo da diarreia (R. Fayer, Andrews, Ungar, & Blagburn, 1989).

Os anticorpos do tipo IgG, IgM e IgA séo os principais envolvidos na imunidade humoral e
podem desempenhar um papel importante na proteccdo contra a reinfeccdo. O papel destes
anticorpos ainda ndo esta totalmente esclarecido embora esteja comprovada a existéncia de
um aumento da resposta secretora, principalmente de IgA no intestino de borregos e vitelos,
onde o maximo desta resposta coincide com a diminui¢cdo da eliminagédo de oocistos (Riggs,
1997).

Na imunidade celular, as células T CD4+ e T CD8+, mediadas por diversas citoquinas, as
guais se destacam pelo seu papel o INF(interferdo)-y e a IL (interleucina)-12, tém uma
importancia central na resisténcia e na recuperacdo da infecgcdo (Gookin, Nordone, &
Argenzio, 2002)

As células “natural killers” (NK) sdo um componente importante na resisténcia inata a
infeccdo. Respostas inespecificas de granuldcitos, macr6fagos e outras células
inflamatdrias, bem como a producao de 6xido nitrico (NO) e expressdo de mediadores proé-
inflamatorios (como por exemplo, TNF(factor de necrose tumoral)-a e IL-8 apresentam
igualmente um importante papel no desempenho da resposta inata (Gookin, Nordone, &
Argenzio, 2002).

Factores ndo imunes tais como a idade, o estado nutricional, a presenca de infeccbes
intercorrentes, o efeito barreira do muco intestinal e a presenca de uma flora intestinal

madura estao incluidos na resposta do hospedeiro a doenca (l. Pereira da Fonseca, 2000).

7.7. Diagnostico

z

O diagnéstico fundamentado na clinica, ndo é suficiente, uma vez que os sintomas da
criptosporidiose séo inespecificos podendo ser atribuidos a diversas doencas. O diagnéstico
laboratorial € a Unica forma de identificar o agente, sendo utilizadas diversas técnicas.

Os métodos convencionais de diagnostico baseiam-se na deteccédo de oocistos nas fezes
(esfregacos) e incluem a concentracao e a coloragao diferencial.

O recurso a centrifugacdo e a técnicas de concentracdo de oocistos, com o objectivo de
facilitar a sua recuperacdo estdo geralmente associados as técnicas de diagndstico.
Técnicas de sedimentacao e flutuacao, utilizando por exemplo solucdes de formalina acetato

de etilo, de formalina-éter ou acucaradas, foram desenvolvidas para aumentar a
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concentracdo e a recuperacdo de oocistos em amostras de grandes volumes.
Contrariamente ao que se podia pensar, por vezes ha diminuicdo da sensibilidade do
diagndstico, por se perderam muitos oocistos durante o processo de concentracdo. Weber
et al. (1991) concluiram que muitos dos oocistos ficam presos nas malhas da gaze utilizada
para a filtracdo das amostras (apos centrifugacao), no método de concentracdo de Ritchie
modificado (Young, Bullock, Melvin, & Spruill, 1979), originando perdas significativas de
0o0cCistos.

Os corantes mais usados sdo aqueles que utilizam as propriedades alcool-acido-resistentes
dos oocistos - safranina-azul de metileno, Ziehl-Neelsen modificado ou Kinyoun, bem como
coloracdes com fluorocromos, onde se utilizam associacdes de auramina, mepramina,
acridina. Os oocistos aparecem com uma cor vermelha num fundo contrastado. Na
coloracdo de Ziehl-Nielsen modificada, 0s oocistos apresentam-se como estruturas
circulares, medindo entre quatro a cinco micrometros de didmetro. O seu interior varia entre
uma massa amorfa, até formas esporuladas (0os esporozoitos) em forma de quarto
crescente, coradas em tons de vermelho (Casemore, 1991). A coloracdo diferencial, tem a
desvantagem de ser uma técnica demorada e apresentar especificidades e sensibilidades
variadas, bem como a necessidade de um microscopista experiente de modo a evitar erros
de identificagdo. Nem todos 0s oocistos excretados apresentam alcool-acido-resisténcia,
podendo surgir alteracbes de coloragdo em funcéo da idade, da viabilidade e do estadio de
desenvolvimento dos oocistos. O aparecimento nas fezes de substancias fibrosas ou outras
particulas de tamanho semelhante, também com propriedades alcool-acido-resistentes,
interferem na identificacéo correcta dos oocistos.

As técnicas de coloracdo negativas com nigrosina, verde brilhante, verde malaquite e
merbromida, entre outros, tém a vantagem de permitir fazer a distincdo dos oocistos das
bactérias e das leveduras que ficam tapadas com a cor de fundo (R. Fayer, Morgan, &
Upton, 2000).

As técnicas histolégicas usam sobretudo o Giemsa e a hematoxilina-eosina para corar o0s
tecidos, permitindo a deteccdo de estadios enddgenos de desenvolvimento do parasita. A
constituicdo de certos tecidos, fluidos ou produtos de raspagem, dificultam a deteccéo
destes estadios enddgenos, recorrendo-se ao uso de corantes com anticorpos monoclonais,
microscopia de contraste de fase ou & microscopia electrénica (I. Pereira da Fonseca, 2000).
Técnicas imunolégicas tém vindo a ser desenvolvidas para a deteccdo da criptosporidiose,
sendo estas mais sensiveis e especificas do que as de microscopia convencional. No
diagnostico serologico destaca-se a técnica imunoenziméticas (EIA) ELISA pela sua
importancia em termos epidemiol6gicos, uma vez que permite a identificacdo de individuos
sdos, mas portadores da doenca, com a desvantagem de um resultado positivo poder
indicar uma exposicao anterior ao criptosporideo. Esta técnica € também utilizada no

coprodiagnéstico com sensibilidade de 82,3% e especificidade de 96,7%(Ungar, 1990).
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Existem no mercado varios “kits”, usando anticorpos mono e policlonais, para a deteccéo de
oocistos nas fezes e também na agua.

A imunofluorescéncia directa ou indirecta, usando anticorpos monoclonais (AcMc)l com
fluoresceina, tem sido amplamente aplicada para a deteccdo de oocistos nas fezes, agua ou
em triturados de tecidos animais (Tee, Moody, Cooke, & Chiodini, 1993). Tee et al. (1993)
observaram que existe uma maior sensibilidade das técnicas que empregam anticorpos
monoclonais comparativamente a outros métodos de rotina.

Foram desenvolvidas por alguns investigadores, técnicas de aglutinacdo —reaccdo de
aglutinacdo em latex e hemaglutinacdo reversa passiva (RPH) — para o diagndstico de
oocistos de Cryptosporidium em fezes e no intestino (Farrington, Winters, Walker, Miller, &
Rubenstein, 1994; Pohjola, Neuvonen, Niskanen, & Rantama, 1986).

As técnicas de biologia molecular, pela sua complexidade e também pela presenca de
inibidores nas fezes, sdo inapropriadas para o diagnéstico clinico. No entanto, sdo as mais
sensiveis (detectam 1-10 oocistos/g de fezes) e especificas de todas as técnicas e
actualmente as que mais se utilizam sdo a PCR (“Polimerase Chain Reaction”- reac¢édo em
cadeia da polimerase) e PCR — RFLP (PCR —* Restriction fragments lenght polymorphism”
i.e. PCR — polimorfismo na dimenséo de fragmentos de restricdo). Estas técnicas permitem
identificar espécies e gendtipos, analisar lotes de amostras de uma s6 vez, analisar tecidos,
realizar estudos retrospectivos de resultados arquivados, e sobretudo caracterizar surtos
epidémicos (Morgan et al.,, 1998; A. M. Tapia et al., 2006). Tém a desvantagem de
apresentarem muitos falsos negativos derivados, por exemplo, da contaminacdo da amostra
e da presenca de microrganismos nao viaveis (R. Fayer, Morgan et al., 2000).

O risco inerente ao consumo de agua contaminada por Cryptosporidium, levou ao
desenvolvimento de metodologias para identificar e controlar este perigo. A 4gua tem de
passar por uma operacao de concentracao, usando métodos como a centrifugacéo em fluxo
continuo, floculagéo pelo carbonato de calcio ou técnicas de filtragcdo com filtros de propileno
ou policarbonato, seguida de eluicdo e por vezes sedimentacdo. Outras técnicas de filtracéo
sdo as de fluxo cruzado e de fluxo em vortex. Posteriormente, 0os oocistos concentrados sao
separados de microrganismos ou detritos por técnicas de flutuagdo ou centrifugacdo em
gradientes de densidade, citometria de fluxo ou separacdo imunogameética (IMS).

A recuperacdo dos oocistos é afectada por diversos factores, tais como a turbuléncia ou
propriedades fisico-quimicas da agua, reaccdo de anticorpos com outros microrganismos,
perdas durante a centrifugacdo e/ou filtracéo.

Os métodos de detec¢do mais convencionais sdo baseados na microscopia recorrendo a
métodos quimicos e imunoldgicos, como a imunofluorescéncia. Esta técnica utiliza AcMcl
marcados com fluoresceina. A incapacidade de distingdo entre espécies de Cryptosporidium
inofensivas para a saude publica e C. parvum e de distinguir 0s oocistos vivos dos mortos,

sao as principais condicionantes destes métodos.
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As técnicas de biologia molecular sdo mais vantajosas relativamente as microscoépicas, pela
sua maior sensibilidade, possibilidade de tipagem epidemioldgica, de analise de muitas
amostras em simultdneo e capacidade em determinar a infectividade e viabilidade dos
oocistos. A PCR, a PCR - transcricdo reversa (RT-PCR), a PCR — RFLP, a cultura de
células combinada com PCR (CC — PCR), a hibridizagdo com sondas de oligonocleoétidos,
hibridagéo fluorescente in situ (FISH), entre outros, sdo alguns exemplos (R. Fayer, Morgan
et al., 2000).

7.8. Terapéutica

7.8.1. Nos Bovinos

Numerosos antiprotozoarios e antimicrobianos tém sido experimentados no tratamento
especifico contra a criptosporidiose sem que nenhum deles tivesse tido o efeito desejado. A
razdo desta resisténcia ndo € conhecida, mas a localizagdo intracelular do parasita no
hospedeiro, actua como uma barreira a entrada dos farmacos. As diversas membranas
apicais que envolvem o 6rgao de nutricdo deste protozoario tém também um papel nocivo
na penetracao e na actuacao dos farmacos (Tzipori & Griffiths, 1998; Tzipori & Ward, 2002).
Drogas como o decoquinato e o sulfato de paramomicina (aminoglicésido) diminuem a
excrecdo de oocistos e melhoram os sinais clinicos da doenca (diminuicdo da frequéncia e
severidade da diarreia) (de Graaf, Vanopdenbosch, Ortega-Mora, Abbassi, & Peeters, 1999;
Grinberg et al., 2002). O lactato de halofuginona, um anticoccidico que tem sido utilizado no
controlo da coccidiose das aves, foi indicado para a prevengdo da criptosporidiose bovina
por ter sido demonstrada a sua eficacia na reducdo da prevaléncia e intensidade da
excrecdo de oocitos e da severidade dos sinais clinicos (Joachim, Krull, Schwarzkopf, &
Daugschies, 2003).

Em Portugal, Martins et al. (2007), demonstraram uma diminui¢cdo da excrecdo de oocistos
ao 7° dia e 14° dia num grupo de vitelos tratados com lactato de halofuginona (Halocur®)
apos a administragdo de uma dose diaria de 120 pg/kg de peso vivo durante 7 dias,
comparativamente ao grupo controlo onde houve aumento da excre¢do de oocistos. Num
estudo realizado com 31 vitelos no Canad4, nos 15 animais tratados com lactato de
halofuginona (0,1 mg/kg/dia) durante os primeiros sete dias de vida, a excre¢ao de oocistos
foi 70% menor, comparativamente ao grupo tratado com placebo (16 vitelos), havendo um
atraso de 3,1 dias na incidéncia de diarreia entre os animais tratados com lactato de
halofuginona. Nos vitelos tratados com este farmaco, ndo ocorreu excre¢do de oocistos até
as duas semanas de vida, enquanto que 12,5% dos vitelos do grupo placebo iniciaram a

excrecdo na primeira semana de vida (Jarvie et al., 2005).
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A aminosidina e a nitazoxanida demonstram-se eficazes contra C. parvum (Rossignol et al.,
1998) e o lasalocid (antibiético ionéforo) foi recomendado sempre que a terapéutica
sintomatica convencional falhasse (LuginbUhl, 1996).

Os animais afectados deverao ter tratamento de suporte, com fluidos e electrélitos, ambos
oral ou parenteralmente, para corrigir a desidratacdo provocada pela diarreia aguda até que
se dé a recuperacdo espontanea. Em casos de diarreia severa, para além da fluidoterapia, a
associacao de adsorventes (caulino) e anti-espasmoédicos pode ser vantajoso. A nutricdo
parenteral pode ser considerada para o tratamento de animais valiosos. Para optimizar a
digestdo e minimizar a perda de peso corporal devera ser dado leite inteiro de vaca aos
vitelos, em pequenas quantidades e varias vezes ao dia e de modo insistente, pois pouco
tempo de inapeténcia € o suficiente para levar um vitelo com diarreia a morte (Radostits,
2007b).

7.8.2. Nos humanos

Terapéutica antiretroviral, em pacientes com SIDA demonstrou melhoria dos sintomas, bem
como reducdo na excrecdo de oocistos (Tzipori & Ward, 2002). A paramomicina, a
azitromicina, o colostro de bovino hiperimune, diclazuril, furazolidona, entre outros, pode
desempenhar um papel importante nos doentes imunodeprimidos, melhorando os sintomas
ou a resolucéo aparente da infeccdo por C. parvum (l. Pereira da Fonseca, 2000). Estudos
in vivo em ratinhos demonstraram que os probioticos podem inibir a infeccdo através da
producdo de substancias nocivas para o desenvolvimento do parasita e, possivelmente
oferecer novas medidas terapéuticas para a criptosporidiose. Foster, Matthew, Courtney e
Ward (2003) viram reduzida a viabilidade de oocistos de C. parvum em mais de 80% e entre
10-37% na presenca de Lactobacillus spp. e Bifidobaterium spp. (derivados do intestino

humano) respectivamente.

7.9. Profilaxia e Controlo

Perante o caracter zoonético da criptosporidiose e a forte resisténcia das formas infectantes
(oocistos esporulados) no ambiente, a prevengdo tem como objectivo minimizar a
eliminag&o de oocistos nas fezes dos animais e/ou a sua transmisséo entre eles.

Vitelos imunocompetentes infectados por Cryptosporidium spp. conseguem resolver a
infeccdo em cerca de duas semanas e tornam-se resistentes a novas infecgbes, o que
sugere a necessidade de uma resposta imunitaria adquirida especifica para debelar a
infeccdo (Abrahamsen, 1998).

As boas préticas de maneio sdo um ponto fulcral para o controlo da doenga nas
exploracdes, especialmente se o sistema de producdo for intensivo. As medidas higiénicas
preventivas, ttm como objectivo a destruicdo dos oocistos do parasita (forma infectante) e a

prevencdo da sua transmissao entre animais e/ou do ambiente para o hospedeiro (Angus,

29



1990). Sao recomendadas as seguintes medidas profilaticas: o nascimento dos animais em
ambiente limpo, fornecimento de colostro suficiente aos animais recém-nascidos nas
primeiras horas de vida, separacdo dos animais saudaveis dos doentes, especial atencédo a
transmissdo mecéanica da infeccdo pelo tratador destes animais, prevenir o acesso a
roedores e outros animais as exploracdes e aos armazéns de alimentos, sistema “all-in”/ “all-
out”’, medidas higiénicas e de protecc¢ao do pessoal (Casey, 1991; Lima, 2004).

O colostro bovino hiperimune é capaz de reduzir a severidade da diarreia e o periodo de
excrecdo de oocistos em vitelos infectados experimentalmente. Esta protec¢do ndo esta
directamente relacionada com os titulos de anticorpos circulantes mas com a presenca de
elevados titulos de anticorpos especificos anti-criptosporidio no limen intestinal durante
longos periodos.

A utilizacdo de vacinas tem sido proposta como método de controlo da criptosporidiose nas
populacdes animais, embora as existentes ndo sejam totalmente eficazes. A producédo de
vacinas terd de ser baseada na premissa de que a resposta celular do tipo Th2 é a
responsavel pela eliminacdo do parasita e pela protecgédo contra a reinfeccéo (Olson et al.,
2004). Uma vacina obtida por liofilizagdo de oocistos de C. parvum administrada oralmente
apos o nascimento promoveu protec¢do parcial (diminuicdo dos sinais clinicos e da
excrecdo de oocistos) contra a infeccdo experimental em animais com uma semana de
idade. A proteccdo que esta vacina conferiu contra a infeccdo natural, ndo se mostrou
suficiente. A possibilidade de uma exposicdo muito precoce dos animais aos oocistos (nas
primeiras horas apds o nascimento) em vez de uma semana depois, como na experiéncia,
podera ter impossibilitado o desenvolvimento de uma resposta imunitaria (Harp, 1998). E
necessario que as vacinas proporcionem uma resposta imunitaria celular logo nos primeiros

dias de vida, para que o controlo da infec¢c@o nas exploracdes seja eficaz.

8. Eimeriose

Sédo varias as espécies do género Eimeria, reconhecidas como agentes causadores de
lesBes intestinais em animais de criacdo, particularmente aves, coelhos e ruminantes. O
género Eimeria pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, sub-classe Coccidia,
subordem Eimeriina e familia Eimeriidae (Arguello, 1999).

Estdo descritas mais de 20 espécies distintas de Eimeria (Quigley, 2001), e actualmente
reconhecem-se 12 espécies vélidas nos bovinos na Europa com uma grande variagdo no
gue respeita a viruléncia de cada uma delas. Sob o ponto de vista clinico, as espécies E.
bovis, E. zuernii e E. alabamensis sdo as mais importantes a nivel mundial, cujas duas
primeiras sao as mais patogénicas, podendo causar enterite de moderada a severa ou
mesmo letal em vitelos. As outras espécies sao consideradas menos virulentas (por
exemplo, E. alabamensis, E. ellipsoidalis) ou raramente associadas com a doencga clinica. A

espécie E. alabamensis tem sido demonstrada de grande importancia clinica no seguimento
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de mudanca para pastagens contaminadas e a E. ellipsoidalis pode também causar diarreia

(Daugschies & Najdrowski, 2005).

Tabela 5 — Principais caracteristicas morfoldgicas dos oocistos das espécies de Eimeria mais

importantes em bovinos

E. bovis 23-24 x 17-23 Subesféricos Incolor ”3
(28 x 20) alongados Micropilo pouco
visivel
E. zuernii 15-22 x 13-18 Subesféricos Incolor 2-3
(18 x 16) Sem micropilo
E. alabamensis 13-24 x 11-16 )
Ovoides Incolor
(19 x 13) . o 4-5
Piriformes Sem micropilo
20-26 x 13-17 o Incolor
. - Elipsoidais o 3
E.ellipsoidalis (23 x 16) Sem micrépilo

(Arguello, 1999; BayerHealthCare, 2007)

8.1. Ciclo Biolégico

As coccidias apresentam um complexo ciclo biolégico constituido por uma etapa de
multiplicacdo assexuada e outra sexuada, ocorrendo simultaneamente em células
hospedeiras diferentes. S&o parasitas intracelulares obrigatérios de um hospedeiro
especifico, sendo o oocisto a Unica forma que ocorre fora do hospedeiro.

A multiplicagdo sexuada culmina com a formacdo de oocistos, 0s quais sao libertados nas
fezes na forma nao esporulada. Mediante condi¢Ges favoraveis de oxigenacdo, humidade e
temperatura, os oocistos esporulam e tornam-se infectantes (Quigley, 2001). Durante este
processo de maturacdo, o esporoblasto transforma-se em quatro esporocistos contendo
cada um deles dois esporozoitos (Merck & Co., 2005a).

Quando os animais ingerem 0s oocistos esporulados, 0s esporozoitos séo libertados pela
accao da bilis e tripsina e invadem as células da mucosa intestinal. No seu interior crescem
formando o vacuolo parasitoforo e, dentro dele, o esporozoito transforma-se em trofozoito.
Este divide-se assexuadamente (esquizogonia) e forma o esquizonte, que contém no seu
interior, um grande numero de merozoitos. Apés ruptura da célula hospedeira, 0s

merozoitos invadem novas células e repetem o0 processo.
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Figura 8 — Representacao esquematica do ciclo biolégico de Eimeria spp. (adaptado de

http://en.wikipedia.org/wiki/Eimeria)
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A 12 geracao de esquizontes apresenta um tamanho maior contendo milhares de merozoitos
gue vao invadir novas células formando uma 22 geracdo de esquizontes, de menor tamanho
e com uma menor quantidade de merozoitos (Arguello, 1999). Para a maioria das espécies,
0 numero de geracdes de esquizontes intracelulares é, por norma constante, sendo de dois
ou trés o limite de geracdes (Jonstone, 2000).

Os merozoitos libertados nesta 22 geracdo invadem novas células hospedeiras e originam
as formas sexuadas (gametogonia), os gametécitos ou gamontes. A gametogonia é a fase
do ciclo que coincide com o inicio dos sintomas.

O gamonte feminino, aumenta de tamanho, armazena alimento e induz hipertrofia do
citoplasma e do nucleo da célula hospedeira, dando origem ao chamado macrogamonte. O
gamonte masculino, através de multiplas divisbes nucleares, torna-se multinucleado e cada
nucleo é incorporado num microgamonte flagelado (Jonstone, 2000).

A conjugacao dos gametas origina um zigoto rodeado de uma forte membrana, formando-se

0 oocisto que vai ser libertado através das fezes, iniciando novamente o ciclo.
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8.1.1. Caracteristicas particulares do ciclo bioldgico e da patogenecidade das espécies

mais importantes de Eimeria em bovinos:

Existem provas de o ciclo de certas espécies de Eimeria, ser mais complicado do que o
descrito anteriormente. Alguns merozoitos, ao abandonarem as células epiteliais podem

penetrar noutras células do intestino ou noutros tecidos adjacentes.

E. bovis — é altamente patogénica. As fases assexuadas desenvolvem-se no intestino
delgado, com duas geracbes de esquizontes, cujos merozoitos presentes no seu
interior, provocam a distorcdo e ruptura das vilosidades. As fases sexuais tém lugar na
porcdo terminal do ileo, ceco e cdlon, sendo as responséaveis pela patogenia. O
periodo pré-patente é de 19-22 dias e o patente de 5-26 dias.
E. zuernii — é a mais comum e muito patogénica. Apresenta duas esquizogonias no
seu ciclo enddgeno, onde a primeira desenvolve-se no ileo e a segunda no ceco e no
célon. As fases sexuadas ocorrem na parte mais posterior do intestino delgado, ceco,
colon e recto. O periodo pré-patente é de 12-19 dias e o periodo patente é de 11 dias.
E. alabamensis — apesar de ser considerada uma espécie pouco patogénica,
tem sido descrita como sendo capaz de desenvolver coccidiose clinica em animais de
pastoreio quando severamente infectados (Dedrickson, 2003). E um parasita
intranuclear e cré-se que haja mais do que uma geracdo de esquizontes. Os
esporozoitos penetram no nudcleo das células epiteliais das extremidades das
vilosidades, e aos 2-8 dias observam-se esquizontes, cada um deles contendo 16 a 32
merozoitos. As fases sexuadas tém lugar no tergo posterior do intestino delgado,
podendo estender-se ao ceco e colon nas infecgbes mais extensas. Tem um periodo
pré-patente de 6-11 dias e um periodo patente de 13 dias.
E. ellipsoidalis — é moderadamente patogénica. Os esquizontes, com 24 a 26
merozoitos formam-se nas células das criptas do ileo e co6lon, mas o nimero de
geracOes assexuais € desconhecido. Gamontes e oocistos localizam-se na parte
posterior do intestino delgado, especialmente no ileo. O periodo pré-patente é de 10
dias e o patente de 12 dias.

(ArgUello, 1999)

33



8.2. Epidemiologia
As espécies de Eimeria sdo parasitas cosmopolitas e estdo presentes em todas as
exploracdes e nos mais diversos sistemas de criacao.
Em publicacBes recentes, o nivel de infeccdo em animais adultos reportado na Polonia,
Holanda, E.U.A e Africa do Sul varia entre 16% a 27%, atingindo um méaximo de 57% no
caso da Turquia (Arslan, 1998; Cornelissen et al., 1995; R. Fayer, Trout, Graczyk, & Lewis,
2000; Matjia, 2002; Pilarczyk, 2000). No Canada, na regido de Alberta, foi realizado um
estudo onde das 131 amostras analisadas, 64,2 % continham uma ou mais espécies de
Eimeria e 45, 2% continham duas ou mais, tendo associado a presenca de E. bovis e E.
zuernii aos sinais clinicos de coccidiose (diarreia severa, disenteria ou tenesmo) (Kennedy &
Kralka, 1987). Um estudo multicéntrico aponta valores que variam entre 47% e 100% de
exploracdes positivas na Holanda e Franga respectivamente. Os valores de E. bovis variam
entre 0s 6 e 0s 38% e de E. zuernii entre 2 e 48%. O mesmo estudo revelou em Portugal (33
exploracdes e 320 animais) a presenca de coccidias em 61% (20/33) das exploracdes.
Nestas, dos animais infectados com coccidias, 12,2% estavam infectados com E. bovis e
7,2% com E. zuernii. Nos Acores verificou-se uma maior predominancia de E.bovis e no
Centro/Sul de Portugal continental verificou-se uma maior predominancia de E. zuernii
(Bushan, 2006).
A coccidiose bovina ocorre principalmente em animais jovens com idades entre 3 semanas
e 0s 6 meses e tem incidéncia sazonal. A via de infeccdo € a ingestdo de oocistos
esporulados. Os oocistos sdo excretados nas fezes dos animais afectados na forma nao
esporulada e, sob condi¢fes ideais de temperatura e de humidade no ambiente, esporulam.
A humidade elevada (70 a 80%) e temperaturas moderadas (entre os 15 e 0s 27°C)
favorecem a esporulacdo e, os oocistos, podem sobreviver durante varios meses a
temperaturas compreendidas de -5 a -8 °C. Temperaturas elevadas (>40°C), a dessecacdo,
ou temperaturas muito baixas (-25° a -19°C) inibem a esporulacdo (Arguello, 1999;
Daugschies & Najdrowski, 2005)
Os bovinos adultos geralmente comportam-se como portadores assintomaticos, estando
protegidos por imunidade adquirida em exposi¢cbes anteriores. Contudo, podem eliminar
uma pequena quantidade de oocistos para o ambiente tornando-se numa fonte de infecgéo
para os vitelos. A prevaléncia em vacas pode ir até 36% e foi relatado o aumento de
eliminacao de oocistos no periodo do peri-parto e do pos-parto (Faber, 2002).
O sistema de producdo é um factor que influi directamente sobre as caracteristicas da
coccidiose. A elevada densidade populacional nas exploracBes intensivas, facilita a
transmissdo da doencga, havendo uma grande acumulacdo de oocistos libertados. As
instalacdes e utensilios usados para a criacdo de animais (por exemplo bebedouros e/ou
manjedouras proximas do chao, facilmente contamindveis com fezes) tém grande

importancia na epidemiologia da doenca. O tipo de alojamento dos animais (por exemplo,
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parques comuns) e a falta de higiene das exploragcdes aumentam o risco do aparecimento
da coccidiose (Lima, 2004).

O clima e a estagcdo do ano tém uma menor influéncia sobre a prevaléncia da eimeriose,
comparativamente ao maneio dos animais. Os Verdes secos e quentes, assim como a luz
solar directa sé@o prejudiciais. Carneiro, Campos, Linhares e Rodrigues (1988) observaram
uma maior quantidade de oocistos por grama de fezes em bezerros cruzados, no periodo
seco do ano, atribuindo este facto a uma maior aglomeragcdo dos animais em pequenas
areas com pastagens baixas, levando a uma maior ingestédo de oocistos.

No norte dos Estados Unidos e no Canada, durante os meses de Inverno, € comum o
aparecimento de surtos de coccidiose, por E. zuernii nas exploracdes (winter coccidiosis)
associada ao facto de os animais estarem permanentemente estabulados, na maioria das
vezes em grupos. As temperaturas exteriores durante os meses de Janeiro, Fevereiro e
Marco atingem durante dias consecutivos, valores entre -40°C e -10° C, demasiado baixas
para que ocorra a esporulacdo dos oocistos. As camas, 0 pélo dos animais e as quantidades
de aguas residuais presentes nas irregularidades do piso, proporcionam as condigcbes
necessarias de temperatura e humidade para esporulagdo dos oocistos viaveis presentes no
pasto e nas fezes.

As coccidias, podem eliminar milhdes de oocistos diariamente, durante o periodo pré-
patente, mantendo-se infectantes durante meses ou mesmo mais de um ano a temperatura
de 4°C. Assim, o risco de infecgdo aumenta rapidamente junto dos vitelos, devido ao alto
potencial reprodutivo das espécies de Eimeria. A longa permanéncia do parasita nas
exploracdes leva a contaminacdo dos pastos, explicando o facto de surgirem casos de
doenca quando os animais se alimentam de pasto (ArguUello, 1999).

O desmame é uma altura critica para o surgimento da doenca. Para além da alteracdo na
alimentacdo, os animais sdo na maioria das vezes agrupados tendo de passar por lutas
hierarquicas entre eles. Factores de stress ambiental (frio, humidade, calor), fisiolégico e
social, sdo considerados imunodepressores e podem precipitar infecgbes latentes presentes
nas exploragdes.

A forma nervosa da coccidiose, provocada por E. zuernii (Fanelli, 1983) é comum no
Canada e norte dos Estados Unidos, ocorrendo com maior frequéncia durante ou apés um
periodo de frio severo no Inverno, onde 30-50% do total de animais susceptiveis estdo
afectados (Radostits, 2007a).

8.3. Patologia e patogenia

A gravidade da doenca esta dependente do niumero de oocistos ingeridos. A ingestdo de
uma pequena quantidade de oocistos leva ao desenvolvimento de imunidade sem o

aparecimento de sinais clinicos de doenca. As varias espécies tém hospedeiros especificos
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e ndo existe imunidade cruzada entre elas. Usualmente, os animais estdo infectados com
varias espécies de coccidias e raramente por uma unica espécie (Arguello, 1999;
Daugschies & Najdrowski, 2005; Lima, 2004). A severidade da doenca esta também,
dependente da patogenicidade das espécies envolvidas ou da potenciacdo da
patogenicidade de certas espécies inofensivas quando associadas a outras mais ou menos
patogénicas. Assim, o efeito de uma infec¢cdo por coccidias pode ser exacerbado se
diferentes espécies afectam diferentes partes do intestino ao mesmo tempo. De igual modo,
infecgBes concorrentes com outras doencas ou agentes, como helmintes, bactérias, e virus
podem contribuir para 0 aumento da severidade da doenca. Nos verdadeiros surtos de
coccidiose, as espécies que predominam séo as mais patogénicas, E. bovis e/ou E. zuernii,
e ocasionalmente E. alabamensis (principalmente em animais alimentados com pastagem
contaminada). Marshall, Catchpole, Green e Webster (1998) observaram o inicio da
excrecdo de oocistos de varias espécies de Eimeria, incluindo E. bovis e E. zuernii, em
vitelos com 3 semanas de idade e uma vez que o periodo pré-patente destas duas espécies
€ de mais de 2 semanas, conclui-se que a infeccdo ocorreu imediatamente ap0s o
nascimento.

Todos os estadios de desenvolvimento do ciclo de vida das espécies de Eimeria tém lugar
no intestino, e o inicio dos sinais clinicos coincide com a gametogonia. A agressao causada
pelo parasita que se multiplica rapidamente e as modificagbes induzidas pelas formas em
desenvolvimento provoca alteragdes no intestino.

A gravidade das lesGes depende do grau de agressao tecidual de cada espécie e do niumero
de oocistos esporulados ingeridos. Uma Unica administracdo de 50 000 oocistos de E. bovis,
induz o aparecimento de diarreia, enquanto que 100 000, podem resultar em diarreia
hemorragica grave em vitelos que nunca tenham tido contacto com a doenca (Daugschies,
Akimaru, & Burger, 1986). A destruicdo celular intestinal provocada por esta espécie é
devida principalmente, aos estadios sexuados que possuem uma enorme capacidade
reprodutora, levando ao aparecimento de extensas lesbes na mucosa intestinal com
consequente desprendimento de fragmentos de mucosa e hemorragias podendo ser
visualizados nas fezes restos de tecidos e sangue (Friend & Stockdale, 1980; Lima, 2004).
As células das vilosidades, ao serem destruidas, sdo substituidas por células provenientes
das criptas e das areas adjacentes. A lamina propria contrai-se e reduz o tamanho das
vilosidades. A hiperplasia do epitélio das criptas e a atrofia das vilosidades reduz o nimero
de células absorventes, comprometendo a digestdo e absor¢do dos nutrientes. O aumento
do tempo de permanéncia dos alimentos no lumen intestinal e a diminuicdo de enzimas
digestivas vai favorecer a fermentacdo bacteriana, com consequente aumento da
osmolaridade e passagem de fluidos para o intestino, causando diarreia. A

hipersecrecdo devido a hiperplasia das criptas pode provocar um aumento de hormonas
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inibidoras do apetite no sangue, como a colcistoquinina ou a somatostatina (Nielsen, 1982;
Titchen, 1982).

Dependendo da severidade das lesbes, a diarreia originada pode variar de tipo catarral a
diarreia hemorragica. Num modelo experimental desenvolvido por Daugschies et al. (1986) a
digestibilidade dos nutrientes e balanco de azoto parece nédo terem sido afectados durante
uma infeccdo por E. bovis, exceptuando dois animais com diarreia hemorragica grave que
temporariamente apresentaram uma digestibilidade reduzida de proteina e valores
reduzidos de azoto plasmatico. Concluiu-se assim, que o facto de a maioria das lesdes
provocadas pela coccidiose sub-clinica por E. bovis estarem localizadas no intestino grosso,
nao afecta a funcao digestiva do intestino delgado.

Alteragbes da concentracdo de proteinas e electrolitos no plasma sanguineo sdo uma
consequéncia da diarreia e geralmente ocorre um aumento do potassio e diminuicdo do
cloro, sédio e proteinas. Uma infeccdo provocada por 9,6 x 10° esporocistos de E. zuernii
em vitelos demonstrou uma diminuicdo do sodio plasmético, do cloro, do numero de
eritrécitos, do volume celular, da hemoglobina e das proteinas plasmaticas. Estas
observacdes reflectem a reduzida absor¢cdo de agua e minerais e também as perdas de
sangue e tecidos pelo intestino grosso afectado. O potassio, os fosfatos, o CO,, a glicose, a
creatinina, o 4cido Urico e o azoto do sangue, ndo sdo afectados (Stockdale, 1981).

As perdas de sddio e de potassio nas fezes aumentam durante a infeccédo clinica, e o sddio
plasmatico pode diminuir moderadamente. As perdas de agua devidas a diarreia sé@o
compensadas pela reabsorcdo de sédio a nivel renal bem como pela reducédo do volume
urinario desencadeado por uma resposta hormonal (hormona anti-diurética e aldosterona).
As perdas de peso sdo particularmente observadas no pico da doenca, mantendo-se
inclusivamente depois do tratamento. Sartin, Shores, Schwartz, Kemppainen e Baker (2000)
reportaram uma diminui¢do da quantidade de alimento ingerida, por um periodo de 28 dias.
Uma parte desta perda de peso € derivada da sindrome de ma absorcdo e da perda de
liquidos, e outra, do incompleto desenvolvimento dos mecanismos reguladores (factores de
crescimento), independentemente da anorexia (Heath et al., 1997).

Sao necessarias entre 6-13 semanas para que o consumo de 4gua e alimento dos animais
infectados retomem aos niveis da pré-infecgéo (Arguello, 1999).

A “coccidiose nervosa”, provocada por E. zuernii foi observada na América do Norte (Fanelli,
1983) e a patogénese dos seus sinais clinicos é ainda desconhecida. Vérias causas como: a
alteracdo no teor de electrélitos sanguineos, deficiéncias em vitamina A e tiamina,
envenenamento por chumbo, Urémia, meningoencefalite por Haemophilus somnus,
hepatopatia, alteracdo drastica na flora bacteriana intestinal ou severidade da doenca
clinica, foram sendo descartadas com o aparecimento dos casos. Testes laboratoriais em
murganhos, permitiram identificar uma neurotoxina no soro de vitelos com “coccidiose

nervosa ”, mas o seu significado permanece por esclarecer (Radostits, 2007a).
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8.4. Sinais clinicos e sintomas

A coccidiose € uma doenca auto-limitante e termina, na maioria dos casos quando a
reproducdo intestinal do parasita esta completa, i.e. quando a excrecdo de oocistos
desaparece. Nos casos naturais da doenca, a etiologia € mdultipla envolvendo duas ou mais
espécies de Eimeria.

Os animais jovens séo os mais afectados e nestes, a doenca é caracterizada por diarreia
profusa, desidratacdo, anorexia, letargia e alta mortalidade (Lima, 2004) . Nos estadios
iniciais da doenca podera surgir febre moderada, mas na maioria dos casos a temperatura é
normal ou subnormal.

Os primeiros sinais de coccidiose clinica consistem no aparecimento subito de diarreia com
cheiro acre, com muco e sangue. O sangue presente nas fezes pode ser escuro,
semelhante ao alcatrdo ou podem aparecer laivos de sangue ou coagulos inclusos. A
evacuacdo pode também apenas ser constituida de grandes coagulos ou sangue fresco.
Normalmente o perineo e a cauda estdo conspurcados de fezes com sangue e a diarreia
pode ser acompanhada de tenesmo, podendo evoluir para prolapso rectal (Radostits,
2007a).

A severidade da doenca esta dependente do nimero de oocistos esporulados ingeridos.
Uma pequena quantidade de oocistos ingeridos pode originar uma infec¢éo subclinica, com
evolugdo discreta, traduzida apenas por um menor desenvolvimento corporal e por vezes
anemia cronica.

A primo-infecc¢éo de vitelos com grande namero de oocistos de E. zuernii ou E. bovis, pode
resultar em diarreias graves com fezes contendo fibrina e tecido intestinal. Por vezes surge
tenesmo, anorexia, desidratacdo, anemia, perda de peso, podendo evoluir para morte. A
diarreia hemorragica pode durar até 36 dias em vitelos (Bohrmann, 1991) e a taxa de
mortalidade pode variar ente 7 a 20% (Fox, 1985).

A recuperacdo de animais gravemente afectados, normalmente torna-os pouco rentaveis,
devido a atrasos no crescimento e a uma taxa de conversdo deficiente, associado a
presenca de lesbes intestinais permanentes que vao impedir uma correcta digestdo e
absorcdo dos alimentos (Lima, 2004). No caso de uma recuperacdo incompleta, a
susceptibilidade a outros agentes patogénicos pode aumentar, piorando o seu estado clinico
geral.

A maioria das espécies de Eimeria, e a pouca influéncia das espécies patogénicas, induzem
casos subclinicos da doenca com diarreias moderadas (Busato et al., 1998; Cornelissen et
al., 1995). A diarreia ndo é necessariamente acompanhada de disenteria, no entanto é
comum ocorrer um baixo grau de crescimento dos animais (Radostits, 2007a).

A forma nervosa da doenga (“coccidiose nervosa”) consiste no aparecimento de sinais
nervosos como, tremores musculares, hiperestesia, convulsdes com ventroflexdo da cabeca

e pescoco e nistagmus em animais com doenca clinica aguda. Contrariamente as outras
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situacBes, a mortalidade nestes casos € bastante elevada, podendo atingir valores entre 80
— 90% (Radostits, 2007a)

A coccidiose nos bovinos adultos ocorre muito raramente e é de curta duragdo, variando
entre uma a duas semanas. A mortalidade oscila entre 5 a 20% mas, nos surtos severos
pode atingir valores elevados acima dos 50% dos animais infectados. Os animais surgem
com diarreia, tenesmo, mucosas palidas, espessamento e lacera¢fes da parede do recto. A
recuperacao geralmente é rapida e sem necessidade de recorrer a tratamento (Lima, 2004,
Radostits, 2007a).

8.5. Imunidade

A imunidade contra a eimeriose € constituida por ambas as respostas, celular e humoral. A
imunidade celular é a mais importante na resisténcia contra a reinfeccao.

Os animais desenvolvem imunidade logo apds a primeira vez que ingerem oocistos e assim,
nas infecgbes seguintes ndo ocorre doenga clinica (Daugschies et al., 1986). Svensson,
Olofsson e Uggla (1996), apds provocarem uma infecgdo por E. alabamensis em vitelos,
verificaram que apesar de ter sido desenvolvida imunidade, continuava a haver excregéo de
uma pequena quantidade de oocistos. O estimulo antigénico, necessario para promover
uma resposta imunitaria adequada e suficiente para a proteccdo contra futuras infecgbes,
vai depender da quantidade de oocistos ingeridos, pelo que a exposicdo a um pequeno ou
moderado numero de oocistos, pode nao ser suficiente para o desenvolvimento de
resisténcia a reinfecgdes.

Faber et al. (2002) sugeriram que E. bovis é mais imunogénica, induzindo uma melhor e
mais precoce resposta imunitaria do que E. ellipsoidalis, podendo ser importante e
naturalmente vantajoso porque a E. bovis é claramente mais patogénica do que outras
espécies de Eimeria.

Os anticorpos colostrais, principalmente a IgGl, mas também a IgG2 e a IgM séo
transferidos para os vitelos apds a ingestédo de colostro. Faber et al. (2002) verificaram que a
acumulacdo de IgG1 no colostro era acompanhada por um decréscimo da mesma no soro
das vacas, indicando a passagem deste isOtipo especifico para os vitelos através do
colostro. A IgG1 é a principal envolvida no combate da primo-infeccdo comparativamente a
IgM, 1gG2 e IgA. Existe uma correlagé@o directa e significativa entre o aumento da excregao
de oocistos de E. bovis e 0 amento dos niveis de IgM, IgG2 e IgA medidos 3 semanas (ou
mais) ap0s 0 nascimento, ou seja, estes anticorpos sdo sintetizados em resposta a
infeccdes adquiridas. De acordo com Faber et al. (2002) a resposta humoral a este parasita
baseia-se predominantemente na IgG2. Uma vez que a citoquina que estimula a sintese de

IgG2 é o INF-y, foi atribuida uma resposta do tipo 1 a infecgéo por E. bovis. Contudo, apesar
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da presenca de anticorpos reflectir uma exposicdo as coccidias, estes nao conferem
proteccéo contra a doenca (Fiege, Klatte, Kollmann, Zahner, & Burger, 1992).

A imunidade protectora é especifica da espécie e é principalmente do tipo celular, podendo
falhar sobre a presenca de uma elevada quantidade de oocistos infectantes.

Estudos realizados com roedores demonstram o envolvimento das células “natural killers”
(NK), responsaveis pela imunidade inata, na sintese INF-y em resposta infec¢gdes precoces
com Eimeria spp. (Schito & Barta, 1997; Shi, Hirzmann, Dafa'alla, & Zahner, 2001) facto
este, que ainda ndo esta totalmente esclarecido em vitelos (Faber, 2002).

Varias observacfes sugerem que a coccidiose bovina € imunossupressora, aumentando a
susceptibilidade dos animais a outras infec¢des (Radostits, 2007a).

As células T CD4+, e outras células linféides sdo particularmente importantes no combate a
primo-infeccdo e podem ser transferidas via colostro para os vitelos (Faber, 2002; Fiege et
al.,, 1992), enquanto que as células T CD8+ citotoxicas actuam especialmente nas
reinfeccdes (Hermosilla, Burger, & Zahner, 1999). Foi demonstrado um aumento da
proporcionalidade dos fenétipos periféricos de CD4+, CD8+ e CD2+ durante o periodo pré-
patente de E. bovis. No periodo patente, o fenétipo CD2+ esteve igualmente presente em
elevados niveis no sangue periférico, bem como os outros fenétipos, apesar de nem sempre
serem significativos (Hermosilla et al., 1999).

Hermosilla et al. (1999) concluiram que infec¢cdes por E. bovis, resultam numa reaccao
prolongada das células T a um estimulo antigénico especifico mas apesar de activadas, sdo
incapazes de anular o ciclo de vida do parasita. A resposta das células T pode estar
correlacionada com o nivel e a duragdo da eliminacdo de oocistos e podem também
interagir com o controlo imunolégico de futuras infecgbes. A actuacdo das células linféides
CD4+ no controlo da infecgdo priméria poderd reflectir uma resposta do tipo Thl originando
o bloqueio da libertacdo de NO através do INF-y.

Na coccidiose, os niveis sanguineos do TNF-a estdo diminuidos e acredita-se que esta
citoquina tem efeitos deletérios sobre o parasita. O estradiol e a progesterona atrasam a
diminuicdo do TNF-a durante a infecgdo, estimulam a imunidade celular e promovem
alguma proteccdo contra infeccdo por E. bovis (Heath et al.,, 1997). A monensina e o
amprolium blogueiam o desenvolvimento da doenca em vitelos infectados por E. zuernii
(Radostits, 2007a).

Apesar de ser possivel imunizar bovinos artificialmente, a protec¢cdo € apenas parcial. A
doenca clinica pode voltar a aparecer e 0s bovinos continuam a excretar oocistos em baixa

ou em moderada quantidade (Cornelissen et al., 1995; Svensson, Olofsson, & Uggla, 1996).
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8.6. Diagnoéstico

O diagnostico da coccidiose em ruminantes € feito com base na anamnese, incluindo
aumento da observacéo de casos de diarreia num determinado periodo, historial da doenca
na exploracdo, etc, e na informacdo relativa ao tipo de maneio, higiene da exploracéo,
sistema de criacéo, sinais clinicos, entre outros.

Nos casos de fezes hemorragicas contendo tecidos e fibrina, devem ser sempre
consideradas as espécies E. bovis e/ou E. zuernii. As infeccbes moderadas ou provocadas
por outras espécies de Eimeria menos patogénicas podem originar doenc¢a sub-clinica, ou
entdo, o tipo de diarreia que ocorre (transitéria e clinicamente inespecifica), pode conduzir
ao diagnostico de outros agentes enteropatogénicos.

A deteccdo de oocistos nas fezes ao microscopio Optico, apos concentracao recorrendo a
técnicas de flutuacdo convencionais € relativamente facil, mas ndo é suficiente para o
diagnostico da doenca. Fezes diarreicas muito liquidas ou, no caso de infecgbes severas por
E. bovis e/ou E. zuernii com eliminacdo de grandes quantidades de sangue, fibrina ou muco,
diminuem a sensibilidade dos exames coproldgicos devido a diluicdo e camuflagem dos
oocistos (Daugschies & Najdrowski, 2005). No caso de ndo serem encontrados oocistos e
haver fortes suspeitas da infeccao, pode-se tentar a observacdo dos merozoitos através de
esfregacos fecais directos, pois os esquizontes ndo flutuam nas solu¢des concentradas
convencionais utilizadas para a flutuacdo dos oocistos (Radostits, 2007a).

A coproscopia quantitativa também apresenta limitagdes. A simples presenca de oocistos
nas fezes de animais ndo permite o diagndéstico de coccidiose, uma vez que a producéo de
oocistos difere entre as espécies, sendo necessario fazer o diagnostico especifico,
considerando os diferentes graus de patogenecidade das diferentes espécies de Eimeria e
sem nunca esquecer a possibilidade de a infec¢éo ser mista (Cornelissen et al., 1995; Lima,
2004). O diagnostico especifico requer a observagdo das caracteristicas morfolégicas dos
oocistos esporulados; por isso, preparam-se coproculturas de modo a criar condi¢cdes
Optimas, para a esporulagdo dos oocistos nas fezes. Com alguma experiéncia, é possivel
identificar, pelo menos as trés espécies mais patogénicas (E. bovis, E. zuernii e E.
alabamensis) que infectam os bovinos sem os esporular, e directamente em fezes frescas
(BayerHealthCare, 2008)

O periodo prepatente, durante o qual os oocistos sdo libertados em maiores quantidades
difere consoante a espécie presente envolvida, a idade do animal e o grau de imunidade,
tornando-se vantajosa a recolha de fezes de varios animais, a fim de se obter uma
verdadeira estimativa da presenca de coccidiose hum grupo de vitelos (Radostits, 2007a).
Nos bovinos, as principais lesées macroscoépicas encontradas na necropsia sdo congestao,
hemorragia, edema e espessamento da mucosa do ceco, colon, recto e ilio. Nas infeccdes
severas provocadas por E. bovis, o lumen intestinal contém coagulos de sangue e fezes

sanguinolentas e a mucosa aparece descamada com pseudomembranas amareladas e
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pequenos nodulos puntiformes de cor branco ou cinzento, formados por esquizontes que
podem ser visiveis a olho nu.

Histologicamente observa-se descamacgéo e necrose do epitélio das vilosidades, infiltracao
de linfécitos e leucocitos e podem ser vistos merozoitos no interior das células. As diversas
fases de desenvolvimento do parasita podem ser observadas através de esfregacos da
mucosa.

A presenca de anticorpos anti-eiméria pode ser detectada por métodos serolégicos — ELISA
e Western Blot — especialmente utilizados para estudos experimentais e epidemioldgicos.
Estas técnicas ndo tém fiabilidade suficiente para o diagnostico de rotina. Nos animais
jovens, detectam-se o0s anticorpos do colostro maternal que ndo estao relacionados com a
infeccdo. Para além disso, o problema de possiveis reacgBes cruzadas entre espécies
também tem de ser considerado (Faber, 2002; Fiege et al., 1992).

Existem ainda métodos moleculares, como por exemplo PCR ou de detec¢cdo de
coproantigénio (ELISA) para a diferenciacdo das espécies, mas ndo sdo utilizados no

diagnéstico de rotina (Daugschies & Najdrowski, 2005).

8.7. Tratamento e controlo

A coccidiose € uma doenga auto-limitante e € comum a recuperacdo espontanea sem
gualquer tipo de tratamento.
O controlo da coccidiose € feito através da adop¢do de medidas sanitarias e de maneio,
tratamento dos animais e uso preventivo de drogas coccidiostaticas (Lima, 2004). A maioria
dos coccidiostaticos tem um efeito depressor apenas nas primeiras etapas do ciclo de vida
do parasita e sdo usados para o controlo da doenga. Permitem o desenvolvimento da
imunidade e nao interferem com a performance produtiva.
Os sinais clinicos caracteristicos da coccidiose clinica apenas surgem na Ultima fase do
ciclo de vida do parasita, altura em que a maioria dos agentes guimioterapicos é menos
eficaz. A dificuldade do tratamento da coccidiose reside no facto de que quando os
coccidiostaticos sdo administrados, o0 parasita jA passou a fase do ciclo em que os
medicamentos sdo mais eficazes.
A severidade da doenca relaciona-se com o nimero de oocistos esporulados ingeridos e da
saude geral do hospedeiro infectado. De acordo com Arguello (1999) e Lima (2004), as boas
praticas de maneio e de higiene das exploragdes tomam um papel muito importante no
controle e tratamento da coccidiose e baseiam-se nas seguintes medidas:

- 0s comedouros e os bebedouros devem estar colocados a uma altura suficiente para

evitar a contaminacdao fecal e a queda de alimentos;

- evitar 0 sobrepovoamento e colocar os animais recém-nascidos em locais secos e

limpos;
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- as exploracdes devem ser mantidas secas e limpas através de uma boa drenagem

dos pisos (viteleiros com chéo ripado) e a limpeza das camas deve ser frequente,

evitando a acumulacéo de fezes e ndo dando tempo para 0s oocistos esporularem.
Embora os oocistos sejam resistentes a ac¢do de varios desinfectantes, o uso de altas
concentracbes de amonia, hipoclorito de sodio, cresol ou fenol ou fumigagbes com
formaldeido na desinfeccdo das exploracdes, tem algum efeito sobre estas formas
parasitérias (Lima, 2004; Radostits, 2007a). A diminui¢cdo da contaminacdo nas pastagens €
mais complicada. As pastagens devem ser drenadas, secas e vedadas de forma a impedir a
contaminacédo do ambiente circundante. A rotacdo das pastagens (i.e. ndo pastoreadas por
vitelos no mesmo ano ou no ano anterior) reduz o risco de coccidiose (Daugschies &
Najdrowski, 2005).
Se as condicbes de criacdo e de maneio ndo sdo as desejaveis, torna-se inevitavel o
recurso ao tratamento a todos o0s animais susceptiveis e confinados em ambiente
contaminado (Lima, 2004).
Os esquizontes sdo o principal alvo das drogas terapéuticas e hum grupo de animais,
poderdo existir varias espécies de Eimeria em diferentes estadios de desenvolvimento e é
por isso, que os coccidiostaticos parecem ser eficazes nalguns casos e noutros ndo. Apos o
inicio dos sintomas num grupo de animais afectados, poderéo surgir mais casos clinicos
num periodo entre 12-15 dias. E impossivel saber qual a fase do periodo pré-patente em
qgue 0s animais se apresentam, e o melhor é administrar um coccidiostatico na a4gua ou na
comida, tratar os novos casos e evitar factores de stress (superpopulagcéo e alteracdes
nutricionais) (Radostits, 2007a).
Animais com sintomas agudos da doenca deverdo ser separados dos outros e 0s
tratamentos de suporte, tais como electrolitos, glicose e anti-diarreicos devem ser
administrados para controlar a diarreia e a desidratacao. A antibioterapia é recomendada
para o combate a infec¢bes secundarias.
Varias drogas com tém sido recomendadas para o tratamento de ruminantes afectados.
Sulfonamidas na agua de bebida ou o amprolium no alimento; antibiéticos poliésteres como
o lasalocid e a monensina, utilizados originalmente na coccidiose aviaria, apresentam
resultados eficazes na prevencédo da coccidiose bovina (Quigley, 2001).
As sulfonamidas continuam a ser a principal escolha no tratamento da coccidiose clinica nos
vitelos, particularmente quando associada ao trimetoprim. Estas apenas sdo eficazes nos
estadios intracelulares (esquizontes) através do bloqueio do mecanismo de transporte de
folato para dentro da célula, significando que apenas séo eficazes na fase assexuada do
parasita (Jonsson, 2008).
O grupo dos poliésteres ionéforos (monensina, salinimicina, lasalocid, maduramicina,
narasina) actua somente nos merozoitos livres destruindo as organelas celulares, mas nao

actua contra os estadios intracelulares. Para além de propriedades anticoccidicas, os
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iondforos sdo promotores do crescimemento e tém sido realizados estudos para determinar
se 0 aumento de peso corporal dos ruminantes ocorreu em resposta ao controlo da
coccidiose ou a uma modificacdo da fermentacdo ruminal (Quigley, 2001; Sinks, Quigley, &
Reinemeyer, 1992). A monensina € um coccidiostatico e promotor do crescimento em
ruminantes e aves onde esta provada a sua eficdcia quando administrada por extensos
periodos na racdo (Quigley, 2001; Radostits, 2007a; Stockdale, 1981). A sua posterior
retirada pode ser seguida do desenvolvimento de episddios mortais em alguns animais
devido ao efeito imunosupressor desta droga (Radostits, 2007a).

O decoquinato, uma quinolona usada em alguns paises (Franca, Reino Unido e Holanda),
inibe a respiracdo da 1® geracdo de esquizontes e a esporulacdo de oocistos (Jonsson,
2008). E administrada na forma de alimento composto e tem de ser aplicado de forma
continua durante longos periodos de tempo, pois s6 actua na fase inicial do ciclo evolutivo.
Compostos a base de acetonitrilo de benzeno (toltrazuril, diclazuril) sdo conhecidos pela sua
eficacia frente & doenca por actuarem em varios estadios do ciclo de vida do parasita e por
isso particularmente utilizados na metafilaxia. O toltrazuril actua nos estadios de merogonia
e gametogonia e varios estudos ja demonstraram a sua eficacia no controlo da coccidiose
em vitelos, particularmente se administrado durante o periodo pré-patente. Uma Unica dose
oral de toltrazuril (15mg/kg de peso vivo) € eficaz no controlo da doenga clinica e na
diminuicdo da excrecdo de oocistos apés infeccdo experimental por E. bovis em vitelos
(Mundt, Daugschies, Uebe, & Rinke, 2003). Raposo e Vieira (2008) avaliaram durante 30
dias, a presenca de espécies de Eimeria e o impacto do tratamento preventivo de coccidiose
bovina com toltrazuril a 5% em bezerros vindos dos Acores para uma exploracdo do
continente. Detectaram excrecdo de oocistos apenas no primeiro dia e um maior ganho
médio diario no grupo tratado (ndo existindo contudo uma diferenca significativa entre os
dois grupos). O tratamento metafilatico com diclazuril (dose Unica de 1mg/kg de peso vivo)
controla eficazmente a coccidiose em vitelos, reduzindo a contaminagdo ambiental com
oocistos e prevenindo os efeitos negativos da exposicdo natural a coccidiose na
performance de crescimento dos animais (Daugschies, Agneessens, Goossens, Mengel, &
Veys, 2007).

O desenvolvimento de vacinas comerciais para combater a coccidiose parece estar ainda
longe de ser alcancado. A existéncia de imunidade inata e adquirida contra esta infeccéo
sugere a possibilidade do desenvolvimento de vacinas. Contudo, a imunidade cruzada entre
as espécies de Eimeria é claramente reduzida o que complica o processo numa doenga

onde as infec¢bes mistas sdo mais a regra do que excepc¢éo (Jonsson, 2008).
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.  TEMA: Coccidioses em vitelos da regido de Montemor-o-Velho

1. Objectivos

O presente estudo teve como objectivos:
1. Detectar a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. pelas técnicas de
esfregaco fecal directo (ED), esfregaco fecal ap6s concentracdo pelo método de
Ritchie modificado (Ritchie) e esfregaco fecal apds concentracdo pelo método de
centrifugacdo simples, corados pelo método de Ziehl-Neelsen modificado e
caracteriza-los morfologicamente
2. Detectar a presenca de oocistos de Eimeria spp. pelo método de Willis e
caracteriza-los morfologicamente;
3. Avaliar, dentro das técnicas de diagnéstico utilizadas, qual a que representa maior
sensibilidade para a detec¢do de Cryptosporidium;

4. ldentificar factores de risco para a eimeriose e a criptosporidiose.

2. Material e métodos

O processo de amostragem é condicionado pelo tipo de pesquisa; acessibilidade a
populagcédo para a qual se pretende efectuar inferéncias; representatividade (caso esta seja
necessaria) e disponibilidade de tempo, recursos financeiros e logistica (tais como, material
e disponibilidade do laboratoério). Nesta dissertacéo, a decisdo sobre o tipo de amostragem
recaiu huma amostragem por conveniéncia ndo probabilistica, devido a limitag6es de tempo,
exequibilidade e acessibilidade a populacdo. As desvantagens inerentes ao processo de
amostragem mencionado e 0 seu impacto nas conclusdes do estudo, serdo abordadas na
discusséo desta dissertacao.

A amostra compreendeu 101 recolhas de fezes de vitelos, distribuidas por 26 exploracdes
localizadas na regido de Montemor-o-Velho e concelhos limitrofes, durante o periodo
compreendido entre 29 de Fevereiro e 28 de Abril de 2008. Por cada animal registaram-se,
sempre que possivel, os seguintes dados: nimero do animal, idade, data da recolha,
consisténcia das fezes, exploracéo e localizacdo da mesma.

As idades variaram entre 2 e 50 dias e foram estratificadas em cinco grupos etarios da
seguinte forma: grupo 1 (1 a 7 dias); grupo 2 (8 a 15 dias); grupo 3 (16 a 23 dias); grupo 4
(24 a 32 dias); grupo 5 (33 a 50 dias).

As fezes foram recolhidas directamente do recto para frascos individuais, devidamente
identificados e conservadas a 4°C. A andlise das amostras foi feita no Laboratério de
Doencas Parasitarias da FMV.

Na pesquisa de oocistos de Cryptosporidium, utilizaram-se trés técnicas: esfregacos fecais
directos, esfregagos fecais apds concentragdo pelo método de Ritchie modificado, corados

pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada.
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Em oito das 101 amostras ndo foi possivel efectuar a técnica de esfregaco fecal apds
concentragcdo pelo método de Ritchie modificado, por serem constituidas por fezes
demasiado liquidas. Assim, utilizou-se a técnica de centrifugacdo simples tal como em mais
outras oito amostras que apresentaram resultados contraditorios nas outras técnicas de
pesquisa de oocistos de Cryptosporidium.

Para a pesquisa de oocistos de Eimeria, as fezes foram analisadas segundo o método de
Willis.

A fim de conseguir o maximo de informacdo, foi ainda realizado um inquérito nas
exploracdes (anexo I).

Efectuou-se tanto para os resultados obtidos na pesquisa de oocistos de Cryptosporidium
pelas técnicas esfregaco fecal directo e apds concentracdo pelo método de Ritchie, como
para a pesquisa de oocistos obtidos de Eimeria pela técnica de Willis, a associagdo de
variaveis, para um nivel de significancia de 5% recorrendo a testes de Qui-quadrado (teste
exacto de Fisher), através do software de estatistica SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences)16.0.1.

As associagdes entre proporgfes de positivos para Eimeria foram entre os grupos etéarios,
tipo de alojamento dos vitelos, tipo de piso e paredes dos viteleiros e sistema de
abeberamento. Para os dois testes de diagndstico utilizados para Cryptosporidium, para
além das variaveis referidas anteriormente, relacionaram-se ainda a proveniéncia da agua
de abeberamento e a existéncia de rios ou de ribeiros préximo das exploracoes.

Na avaliacdo da sensibilidade das técnicas de diagnéstico utilizadas para deteccédo de
oocistos de Cryptosporidium (esfregaco fecal directo e esfregaco fecal apds concentracdo
pelo método de Ritchie modificado corados pelo Ziehl-Neelsen modificado), utilizou-se o
método de testes mdltiplos paralelos. Esta estratégia significa que dois ou mais testes sdo
realizados, e que qualquer resultado positivo identifica um caso. Os testes em paralelo tém
por objectivo aumentar um programa de triagem. Foram excluidos desta avaliagdo oito
animais devido a falta de realizacdo de uma das técnicas de diagnéstico (método de
Ritchie). Para verificar concordancia de resultados entre os dois métodos, recorreu-se ao
valor k (Cohen’s kappa).

A falta de pressupostos para a realizacdo do teste ou a ndo evidéncia de associacdo entre
variaveis (p>0,05) ocorreu em todas as associacdes feitas para a técnica de Willis e para a
técnica de Ritchie (anexo). Assim, apenas as associagfes que foram possiveis de

evidenciar serdo demonstradas nos resultados e posteriormente discutidas.
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2.1. Técnicas laboratoriais utilizadas para o estudo das amostras fecais de

vitelos
2.1.1. Esfregacos fecais corados pelo método de Ziehl-Neelsen

2.1.1.1. Preparacao dos esfregacos fecais directos

Depositar uma gota de agua destilada, numa lamina para microscopia.
Juntar uma pequena quantidade de fezes e homogeneizar bem, com a ajuda de
uma zaragatoa.

Deixar secar o esfregaco a temperatura ambiente.

2.1.1.2. Preparacdo dos esfregacos fecais, apds concentracdo, pelo

método de sedimentacao difasica de Ritchie (modificado e

adaptado de Casemore et al., 1985)
Misturar cerca de 0,5 mL de fezes, ou 0 equivalente ao tamanho de uma pequena
ervilha (no caso de fezes sdlidas), com 3 mL de &gua destilada, num tubo de
centrifuga de 10 mL.
Agitar no “vortex” durante 1 minuto.
Adicionar 3 mL de éter sulfurico e agitar vigorosamente durante 30 segundos.
Perfazer com agua destilada, o volume final de 10 mL.
Filtrar por um tamis de rede e duas camadas de gaze, para um tubo limpo, de forma
a eliminar os detritos fecais de maiores dimensoes.
Centrifugar o filtrado a 70 xg, durante um minuto.
Recolher com uma pipeta de Pasteur descartavel, a fase que fica entre o éter e o
sedimento, para um tubo de ensaio limpo, podendo o sedimento ser usado para
pesquisa de ovos e de quistos de outros parasitas.
Perfazer o volume de 10 mL com agua destilada e centrifugar a 600 xg, durante 10
minutos.
Desprezar o sobrenadante, efectuar o esfregaco com o sedimento e conservar o
restante a 4° C, para pesquisa de oocistos pelo método de imunofluorescéncia

directa com anticorpos monoclonais.

2.1.1.3. Preparacdo dos esfregacos fecais apds concentracdo por

centrifugacao
Adicionar cerca de 6 mL de fezes num tubo de centrifuga. No caso de fezes sélidas,

adicionar o equivalente a uma colher das de cha (rasa) e perfazer com agua
destilada até um volume final de 6 mL.

Agitar no “vortex” durante 1 minuto.
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Centrifugar a 1 500 rpm durante 5 minutos.

Desprezar o sobrenadante e efectuar o esfregagco com o sedimento.

2.1.1.4. Coloracdo de Ziehl-Neelsen modificada

(adaptada de Casemore et al., 1985)

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

N

Cobrir a ldmina com fucsina bésica fenicada (fucsina basica em p6 1% m/v, fenol
cristalizado 5% m/v, alcool absoluto 10% v/v) durante 10 minutos.

Lavar com agua da torneira.

Descorar com alcool cloridrico a 1% até a eliminagéo total do corante em excesso.
Lavar com agua da torneira.

Cobrir a lamina com verde malaquite a 0,4% durante 30 segundos.

Lavar com agua da torneira.

© N o g > w

Deixar secar a temperatura ambiente e observar ao microscépio.

2.1.1.5. Observacdo microscopica

A observagdo dos esfregacos para pesquisa de oocistos de Cryptosporidum foi feita em
microscopio 6ptico, com ocular de x10 e objectivas de x20, x40 e de imersao.
Consideraram-se como oocistos de Cryptosporidum, todas as estruturas esféricas ou
subesféricas de cor rosa brilhante e com granulagcées ou esporozoitos em forma de banana
no interior, com dimensdes que variaram entre 4,5 - 5,4 ym x 4,17 — 5,0 ym.

Foi feita a contagem de oocistos em 10 campos microscopicos ao acaso, na ampliacdo de
x400 (ocular x10 e objectiva x40) e determinou-se 0 nivel de parasitismo das amostras

fecais nos esfregagos apos concentracao (tabela 6).

Tabela 6 — Classificacdo do nivel de infeccdo das amostras fecais por Cryptosporidium em funcdo do

ndmero de oocistos

N° de oocistos Nivel de infeccéo
1a10 |
11a50 1]
51 a 100 1
101 a 300 v
Mais de 300 \%
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2.1.2. Método de Willis

1. Emulsionar uma quantidade de fezes equivalente ao tamanho de uma avela (ou
cerca de 4 mL no caso de fezes liquidas) com cerca de 20 mL de solucdo saturada
de sacarose num copo plastico, agitando com uma vareta de vidro.

2. Com a ajuda de um funil, fazer passar a emulsdo das fezes através de uma rede
metalica, a0 mesmo tempo que se faz a compressdo com a vareta sobre a massa
fecal, para dentro de tubos de ensaio de 10 mL até ficarem quase cheios. Completar
se necessario, com solucdo saturada de sacarose.

3. Retirar o funil e completar o enchimento com a soluc¢do saturada até se formar um
Menisco CoNVexo.

4. Esperar dois minutos e retirar os residuos sobrenadantes, adicionando, com pipeta
de Pasteur algumas gotas da solucdo saturada de sacarose, evitando que se formem
bolhas de ar.

Colocar uma lamela e aguardar 10 minutos.

Retirar a lamela, colocar numa lamina e observar ao microscopio optico.

2.1.2.1. Observacoes microscopicas

A observacdo das laminas para pesquisa de oocistos de Eimeria foi feita em microscopio
Optico, com ocular de x10 e objectiva de x10.

Consideraram-se como oocistos de Eimeria, estruturas ovoides, elipsoidais ou subesféricas,
de cor acastanhada ou incolor brilhante e com granula¢des no seu interior com dimensofes
entre 17,5 — 27,5 ym x 12,5 — 22,5 ym. A classificacdo morfologica foi feita na ampliagdo
x400 (ocular x10 e objectiva x40) através da medi¢éo dos oocistos.

O nivel de parasitismo foi determinado nas preparacdes, apdés contagem em 10 campos
aleatorios na ampliacdo de x100 (ocular x10 e objectiva x10), tendo sido estratificado em

trés niveis (tabela 7).

Tabela 7 - Classificacao do nivel de infec¢do das amostras fecais por Eimeria em funcéo do nimero

de oocistos.

N° de oocistos Nivel de infeccao

1a75 |
76 a 150 Il
Mais de 150 1
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3. Resultados

3.1. Caracterizacdo das fezes quanto a consisténcia

As fezes foram classificadas em trés categorias (pastosas, semi-pastosas e diarreicas) €, no
momento da recolha da amostra, 57% dos animais apresentava-se com fezes diarreicas. Os
restantes animais apresentavam fezes nao diarreicas, das quais 28% eram de consisténcia
semi-pastosa e 15% eram pastosas (grafico 3).

Gréfico 3 — Classificagdo das fezes de vitelo quanto a consisténcia (n= 101)

Diarreicas
57%

Pastosas _/

15%

3.2.  Caracterizagdo dos vitelos quanto a idade

O grupo etéario mais representado foi 0 2 (8 a 15 dias) com 41,6% (42/101) animais, seguido
pelos grupos 1 (1 a 7 dias) e 4 (24 a 32), ambos com 18 animais (17,8%). Os outros grupos,
ordenados por ordem decrescente foram o 3 (16 a 23 dias) e 0 5 (33 a 50 dias) com 14,8%
(15/101) e 7,9% (8/101) respectivamente (grafico 4).

Grafico 4 — Distribui¢éo do total de vitelos incluidos no estudo por grupos etarios
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3.3. Resultados da pesquisa de oocistos de Cryptosporidium e Eimeria

A pesquisa de Cryptosporidium pela técnica de esfregaco fecal directo corado pela técnica
Ziehl-Neelsen registou um total de 40 amostras positivas (n=101) onde houve evidéncia de
associacdo entre os resultados obtidos e os grupos etarios (p=0,012). Entre as 40 amostras
positivas, as correspondentes a animais com idades pertencentes aos grupos etarios 1 e 2
foram as que obtiveram maiores proporcées de resultados positivos com 22,5% (9/40) e
55% (22/40), seguindo-se por ordem decrescente, 0s animais com idades inseridas nos
grupos 4, 3 e 2 com 10% (4/40), 7,5% (3/40) e 5% (2/40) (tabela e gréfico 5).

Tabela 8 - Propor¢des dos resultados positivos e negativos a presenca de oocistos de
Cryptosporidium, pela técnica de esfregaco fecal directo (ED) entre os varios grupos etérios

Grupos etérios (dias)
la7 8al5 16 a 23 24 a 32 33a50 TOTAL

Técnica  Negativo N° de animais 9 20 13 15 4 61
ED % 14,8% 32,8% 21,3% 24,6% 6,6% 100,0%
Positivo N° de animais 9 22 2 3 4 40

% 22,5% 55,0% 5,0% 7,5% 10,0% 100,0%

TOTAL N° de animais 18 42 15 18 8 101
% 17,8% 41,6% 14,9% 17,8% 7,9% 100,0%

Das 93 amostras analisadas nos esfregacos fecais pela técnica de concentracdo (Ritchie),
41 foram positivas para a presenca de oocistos de Cryptosporidium (gréfico 5), tendo sido

classificadas quanto ao nivel de infec¢éo de acordo com a tabela 6.

Grafico 5 — Distribuigdo do nimero de amostras fecais positivas a presenca de oocistos de Eimeria e

Cryptosporidium, por grupos etarios e por técnicas de diagnostico

N°e 40

1ES?—I_ I_ | R —

Grupos etérios 1(1-7d) 2(8-15d) 3(16-23) 4 (24-32) 5(33-50) TOTAL
Cryptosporidium (ED) (n=101) 9 22 2 3 4 40
B Cryptosporidium (Ritchie) (n=93) 8 18 8 5 2 41
M Eimeria (n=101) 2 2 1 4 2 11
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Os animais pertencentes aos grupos etarios 1 (1 a 7 dias), 2 (8 a 15 dias) e 3 (16 a 32 dias)
foram os que registaram maiores propor¢gdes de animais positivos, estando englobados na
sua maioria, dentro dos niveis de infeccao | e Il (Grafico 6).

Gréfico 6 — Distribuicdo do nimero de amostras fecais positivas para Cyiptosporidium (n=41),

classificadas pelo nivel de infeccéo (I a V) e por grupos etéarios (1 a 5)
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Gruposetérios | 1(1a7d) 2(8a154d) 3(16a23d) | 4(24a32d) | 5(33a50d) TOTAL
ml(1-10) 2 8 6 3 1 20
Bl (11-50) 5 2 2 0 1 10
11 (51-100) 1 2 0 0 0 3

IV (101-300) 0 3 2 0 0 5
|V (+300) 0 3 0 0 0 3

Num total de 20 amostras com nivel de infecgéo | (1 a 10 oocistos), dois animais pertenciam
ao grupo etario 1 (10%), oito animais ao grupo 2 (40%), seis animais ao grupo 3 (30%), trés
animais ao grupo 4 (15%) e um animal ao grupo 5 (5%).

No nivel Il de infecgdo (11 a 50 oocistos) verificou-se um total de dez animais, onde 50%
(5/10) tinham idades correspondentes ao grupo etario 1. Os grupos etarios 2 e 3 englobaram
dois animais em cada um deles (20%) e nenhum animal do grupo etario 4 apresentava
infeccdo de nivel Il. Apenas 1 animal do grupo etéario 5 registou infecgéo de nivel I1.
Registaram-se trés amostras com nivel Il de infeccdo (51 a 100 oocistos), onde um animal
tinha até uma semana de vida (grupo 1) e dois animais tinham de 8 a 15 dias (grupo 2).

Os cinco animais que apresentaram nivel de infeccéo IV (10 a 500 oocistos) pertenciam aos
grupos etarios 2 e 3 com 40% (2/5) e 60% (3/5) respectivamente.

Quanto ao nivel maximo de infeccao (V), os trés animais registados, tinham idades
compreendidas entre 8 e 15 dias (100%).

Os resultados da pesquisa de oocistos de Cryptosporidium nos esfregacos fecais apos
centrifugacéo simples estéo representados na tabela 9.

Esta técnica foi utilizada apenas para as amostras de fezes demasiado liquidas, que nao
permitiram efectuar a técnica de Ritchie (8 amostras) e as amostras fecais (8 amostras)
onde se obtiveram resultados contraditorios, i.e. menor quantidade de oocistos contados
(em 10 campos aleatorios na ampliagéo x40) pela técnica de Ritchie do que pela técnica de
esfregaco directo. Em todos os resultados contraditorios registados entre 0 ED e o método

de Ritchie, obtiveram-se maiores contagens de oocistos pelo método de centrifugacdo
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comparativamente ao ED. Relativamente as oito amostras fecais que nédo foram submetidas
ao método de Ritchie, detectou-se positividade em quatro amostras cujo resultado foi
negativo pela técnica de ED.

Tabela 9 — Comparacao dos resultados da contagem do nimero de oocistos de Cryptosporidium (em
10 campos aleatorios na ampliagcao x400) obtidos pela técnica de esfregaco directo, de concentracéo
pelo método de Ritchie modificado e de centrifugacéo simples (Centrifugacdo) em 16 amostras

N° de oocistos
Amostra n° Idade Tipo fezes ED Ritchie = Centrifugagao
61 8 D 53 NE 146
64 8 D 0 NE 25
65 24 D 4 NE 10
67 31 D 0 NE 0
69 30 D 0 NE 3
91 7 D 69 NE 102
95 16 D 0 NE 0
101 10 D 42 NE 70
94 6 D 112 21 170
15 5 D 1 0 5
38 38 SP 1 0 3
39 9 D 1 0 1
40 41 P 3 0 2
46 14 P 1 0 3
93 6 P 1 0 3
102 10 D 1 0 4

D= fezes diarreicas; SP= fezes semi-pastosas; P= fezes pastosas; NE= técnica ndo efectuada; ED= técnica de
esfregaco directo; Ritchie= técnica de concentracdo pelo método de Ritchie modificado, Centrifugacéo= técnica

de centrifugacao simples.

A pesquisa de oocistos de Eimeria pelo método de Willis modificado revelou um total de 11
amostras positivas (n=101), onde nove animais se apresentavam com nivel de infeccao I,
um animal com nivel Il e um animal com o nivel lll. Os animais com idades entre 24 a 32

dias foram os mais afectados (4/11) (Grafico 7).
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Grafico 7 — Nimero de amostras fecais positivas para Eimeria, distribuidas pelo nivel de infeccéo e

por grupos etarios (n=11)
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Gruposetarios | 1(1a7d) | 2(8-15d) | 3(16-23d) | 4(24-32d) | 5(33-500) TOTAL
mI(1-75) 2 2 1 2 2 9
m Il (76-150) 0 0 0 1 0 1
m 1l (>150) 0 0 0 1 0 1

As fezes diarreicas foram a maioria das fezes recolhidas com uma propor¢cdo de 57%
(58/101) e foi nestas, que se registou um maior nimero de amostras com resultado positivo
a presenca de Cryptosporidium e Eimeria. Detectou-se Cryptosporidium em 53% (31/58) e
58% (29/50) das fezes diarreicas analisadas, pela técnica de esfregaco directo (ED) e apos
concentracdo (Ritchie) respectivamente. Nas fezes ndo diarreicas, a técnica de ED foi
positiva em 21% (9/43) e a técnica de Ritchie em 28% (12/43) das amostras positivas. Para
Eimeria, detectaram-se resultados positivos em 12% (7/58) das fezes diarreicas e em 9%
(4/43) das fezes néo diarreicas. As fezes diarreicas avaliadas pela técnica de centrifugacao
simples foram positivas em 75% (12/16) e em 25% (4/16) das de tipo ndo diarreico (grafico
8).

Grafico 8 — Distribuicdo dos resultados positivos para Eimeria e Cryptosporidium de acordo com o

tipo de fezes (diarreicas e ndo diarreicas)

No° 35

Diarreicas N&o diarreicas
M Eimeria (N=101) B Cryptosporidium (ED) (N=101)

M Cryptosporidium (Ritchie) (N=93) Centrifugacdo (n=16)
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3.4. Caracterizacdo morfolégica dos oocistos de Cryptosporidium spp. e
Eimeria spp.

Foram identificados como oocistos de Cryptosporidium, as estruturas esféricas ou

subesféricas com granulagdes ou esporozoitos em forma de crescente, corados em tons de

vermelho/rosa brilhante. As dimensdes dos oocistos variaram entre 4 — 5 ym x 4,5 — 5 ym,

sugerindo que possam se tratar das espécies C. parvum e C. bovis (Figura 9).

Figura 9 — Oocistos de Cryptosporidium em esfregacos fecais corados pelo método de Ziehl-Neelsen

modificado

Apo6s medicdo dos oocistos de Eimeria observados, verificaram-se trés padrdes diferentes
baseados nas dimensdes e nos aspectos morfologicos. Assim, oocistos incolores e sem
micropilo, com forma elipsoidal e dimensdes de 22,5 ym x 15 ym e 22,5 ym x 12,5 ym
(média=22,5 ym x 13,8 ym) sugeriam as espécies E. ellipsoidalis, E. alabamensis e E.
cylindrica, enquanto que os oocistos incolores, sem micrépilo e de forma subesférica, de
dimens6es 17,5 ym x 15 ym e 20 ym x 17,5 ym (média= 18,8 ym x 16,2 ym) sugeriam E.
zuernii. Oocistos com dimensdes 27,5 pm x 17,5 ym, 25 ym x 20 ym e 25 ym x 22,5 ym
(média= 25,8 ym x 20 ym) de aspecto alongado e subesférico, incolores apresentando

micrépilo pouco desenvolvido, sugeriam E. bovis. Nos trés casos, as paredes dos oocistos
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eram incolores e apenas se verificou micrépilo pouco desenvolvido nos oocistos com

dimensdes de 27,5 ym x 17,5 ym (Figura 10).

Figura 10 — Oocistos de Eimeria spp. pelo método de Willis

(PR >

3.5. Avaliacdo da sensibilidade das técnicas de diagndstico utilizadas na
pesquisa de Cryptosporidium (esfregaco fecal directo e apds
concentracao pela técnica de Ritchie

Para classificar os animais como doentes, usou-se o método de testes multiplos em paralelo
de testes de diagnostico. Se um dos métodos de diagndstico (neste caso esfregaco fecal
directo ou esfregaco fecal pelo método de Ritchie) tiver resultado positivo, o animal fosse
considerado como parasitado. Assumindo a classificacdo dada pelo teste paralelo,
efectuaram-se avalia¢cdes aos dois métodos de diagnostico para Cryptosporidium. Verificou-
se para a amostra em questdo (n=93) que a sensibilidade (probabilidade do animal doente
apresentar resultado positivo) do método de Ritchie foi maior do que a sensibilidade do
método de ED com valores de 85% e 75% respectivamente.
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3.6. Resultados do inquérito efectuado nas exploragdes em estudo

3.6.1. Histoéria de diarreia neo-natal

De acordo com o inquérito realizado nas exploracdes 26 das 28 exploracGes analisadas
apresentavam casos de vitelos com diarreia neo-natal. A diarreia tinha inicio durante a
primeira semana de vida dos animais em 22 explorac6es e em duas outras exploracdes, a
diarreia nos vitelos tinha inicio a partir da segunda semana de vida (Anexos, tabela 13).

3.6.2. Administracao de colostro e desmame aos vitelos

Em todas as exploracdes o colostro das mées era fornecido aos recém-nascidos nas
primeiras 6-12 horas ap0s 0 nascimento e se o0 parto tivesse ocorrido durante a noite, o
colostro era dado na manha seguinte. Os vitelos saiam das maternidades logo apés o

nascimento e o desmame era feito aos dois meses, de forma gradual.

3.6.3. Vacinacao das vacas adultas

A vacinacdo das vacas adultas foi praticada em 21 das 26 exploracdes. Os animais foram
vacinados contra Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), Diarreia Virica Bovina (BVD),
Parainfluenza - 3 (PI-3), Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV), Rotavirus, Echirichia
coli (K99), Coronavirus e Leptospiroses. As doencas/agentes etioldgicos para os quais foi
feita prevencdo em cada exploracéo, estdo discriminados no anexo I, tabela 2, sendo a IBR,
a BVD, a PI-3 e 0 BRSV, 0s mais comuns nestas explora¢des, seguidos de Rotavirus, E.coli

(K99) e Coronavirus (Anexos, tabela 13).

3.6.4. Tipo de maternidade existente nas exploracoes

Verificou-se a existéncia de maternidades individuais em trés exploracdes (11,5%) e
maternidades multiplas noutras trés exploracdes (11,5%). Em 77% (20/26) das exploracdes

verificou-se a inexisténcia de maternidades (grafico 9).

Grafico 9 — Percentagem das maternidades existentes nas exploracdes em estudo (n=26)
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3.6.5. Tipo de alojamento/contencao dos vitelos existentes nas exploracoes

O gréfico 10 ilustra os diferentes tipos de alojamento/contencéo existentes nas exploracoes,
onde se destacam os viteleiros individuais (8/26). As outras exploracdes apresentavam:
- vitelos presos a corda, em contacto (4/26) ou separados dos adultos (5/26),
- vitelos alojados em grupo, em contacto com adultos (2/26) ou separados deles
(4/26).
- duas exploracdes com viteleiros individuais e viteleiros comuns
- uma exploracdo com vitelos presos a corda separados dos adultos e vitelos em

grupo separados dos adultos.

Grafico 10 - Distribuigcdo dos diferentes tipos de alojamento/conten¢éo nas exploracdes (n=26)
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Tipo de alojamento dos vitelos

Recolheu-se uma maior quantidade de amostras a vitelos alojados em viteleiros individuais,
vitelos presos a corda separados dos adultos e vitelos em grupo separados dos adultos,
com 37,6% (38/101), 21,8% (22/101) e 13,9% (14/101) respectivamente (Anexos, tabela 12).

3.6.6. Sistema de abeberamento e proveniéncia da dgua de abeberamento

Relativamente ao sistema de abeberamento dos vitelos, verificaram-se trés tipos diferentes:
em 65% (17/26) das exploracdes eram utilizados bebedouros, em 23% (6/26) a 4gua era
fornecida em balde suspenso e em 12% (3/26) o balde estava no chéo (gréfico 11). A 4gua
de abeberamento dos animais era proveniente de furos em 22 exploracdes e de pogco em

guatro exploracdes (Anexos, tabela 13).
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Grafico 11 - Distribuigdo do tipo de abeberamento dos vitelos nas exploracdes
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3.6.7. Tipo de piso e paredes dos viteleiros

O piso de cimento com palha existia em 62% (16/26) das explora¢des. Nas restantes, 0 piso
ripado com palha, o piso de terra com mato e o piso de cimento com mato, existia
respectivamente em 15% (4/26), 4% (1/26) e 19% (5/26) das exploracdes (grafico 11).
Relativamente as paredes dos viteleiros, todas eram construidas com cimento exceptuando
uma exploracdo que apresentava viteleiros com paredes de madeira (e com piso de terra
com palha).

Grafico 12 - Distribuigdo do tipo de piso dos viteleiros nas exploracdes
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Foi encontrada evidéncia de associacdo entre o tipo de piso e o tipo de construcdo das
paredes dos viteleiros e as propor¢es de positivos pela técnica de esfregaco directo para
Cryptosporidium, através do teste exacto de Fisher (p=0,018). Conforme a tabela 10, os
vitelos alojados em viteleiros com piso de terra com palha e parede de madeira (14,3%) e
piso ripado com palha e paredes de cimento (24,2%) foram 0s que apresentaram menor
propor¢do de positivos quando comparados com os alojados em viteleiros de piso de
cimento com mato e paredes de cimento e viteleiros com piso de cimento com palha e

paredes de cimento.
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Tabela 10 — Comparag&o entre o tipo de piso e paredes dos viteleiros e o nimero e percentagem de

amostras positivas pela técnica de esfregaco directo (ED) (n=101)

Tipo de piso e paredes dos viteleiros (piso+parede)

Terra c/ palha  Cimento ¢/ mato Cimento c/ Ripado c/ Total
+ madeira + cimento palha + palha +
cimento cimento
Técnica ED
Negativo ~ N°amostras 6 4 26 25 61
% 85.7% 33.3% 53.1% 75.8% 60.4%
Positivo N° animais 1 8 23 8 40
% 14.3% 66.7% 46.9% 24.2% 39.6%
Total N° animais 7 12 49 33 101
% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%

3.6.8. Existéncia de rios ou de ribeiros perto das exploracées

A maioria das exploracdes (73%) onde foram recolhidas as amostras de fezes, ndo tinham
rios ou ribeiros na sua proximidade, tendo sido possivel comprovar, a relacdo entre
resultados obtidos pela técnica de ED e a existéncia ou ndao de proximidade de rios ou
ribeiros (p=0,022). De acordo com a tabela 11, os vitelos nascidos em explora¢des proximas
de rios ou ribeiros, eram 0s que apresentavam menores propor¢cdes de positivos (25%),
comparativamente aos animais positivos nascidos em exploragdes sem rios ou ribeiros
proximos (75%). No entanto, o total de amostras recolhidas em exploracdes proximas de
cursos de aguas foi muito inferior (15/101) ao total de amostras de fezes recolhidas em

exploracdes distantes de cursos de agua (86/101).

Tabela 11 — Associagdo entre os resultados obtidos pela técnica de ED e a proximidade ou
nao de rios ou ribeiros das exploracdes

Proximidade de rios ou ribeiros

néo sim TOTAL

Técnica  Negativo N° amostras 56 5 61
ED % 91,8% 8,2% 100,0%

Positivo N° amostras 30 10 40
% 75,0% 25,0% 100,0%

TOTAL N° amostras 86 15 101
% 85,1% 14,9% 100,0%
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4. Discussao

As principais razdes que levaram a execucdo deste estudo foram a importancia que estes
dois parasitas tém nos bovinos como agentes causais de diarreias em vitelos e, no caso do
género Cryptosporidium, especialmente na espécie C. parvum, o impacto em salude publica.
Durante o periodo de estagio, constatou-se grande numero de vitelos com diarreia nas
exploracdes. Observando o grafico 3, verifica-se que durante o periodo de recolha das
amostras de fezes, 57% das amostras eram constituidas por fezes diarreicas, seguido de
28% de amostras com fezes semi-pastosas.

Os resultados obtidos, no que se refere ao parasitismo, foram comparados dentro dos varios
grupos etarios estudados, com o tipo de alojamento/contencao, tipo de piso e parede dos
viteleiros, presenga/auséncia de maternidades nas exploragdes, sistema de abeberamento
dos vitelos e presenca de rios ou de ribeiros por perto. Por conveniéncia do estudo a
escolha dos animais baseou-se na idade inferior ou igual a trés meses, embora tenha sido
devido ao acaso o facto de 41,6% dos vitelos presentes nas exploracdes visitadas durante
aquele periodo pertencer ao grupo etéario 2 (gréfico 4).

A criptosporidiose em vitelos, normalmente tem inicio entre a primeira e a quarta semana de
idade (Merck & Co., 2005b), o que confirma os resultados apresentados neste trabalho
(gréfico 5). A presenca do parasita Cryptosporidium, nos animais analisados foi bastante
elevada com valores de 40% (40/101) de animais infectados, sendo possivel a evidéncia de
associacdo entre estas proporcdes e 0s grupos etarios, onde a maior percentagem de
positivos se registou na primeira e na segunda semanas de vida, com 55% (22/40) e 22,5%
(9/40) respectivamente (p=0,012).

Estudos realizados em Portugal registaram uma taxa de infec¢cdo de 44% (62/141) em
vitelos até aos quatro meses de idade na regido de Montemor-o-Novo (I. Pereira da
Fonseca, Mariano, I. e Lopes, S., 1998) e num outro estudo realizado na mesma regiao, foi
estimada uma prevaléncia de 23,3% (129/553) (Pereira da Fonseca, 2000). Na regido de
Aveiro, as maiores percentagens foram observadas em animais com idades compreendidas
entre sete a 14 dias e 15 a 21 dias, atingindo valores de 89% (56/63) e 90% (35/39)
respectivamente, numa percentagem global de 74,8% em animais com idades até 12
semanas (Martins, 2007). Um outro estudo revelou uma prevaléncia de 25,4% (74/291) em
vitelos da regido da Beira Litoral e Entre Douro e Minho (Mendonca et al., 2007).

De acordo com as medi¢cBes e caracteristicas morfoldgicas dos oocistos de Cryptosporidium
observados, e por ser a espécie mais patogénica e a mais comum em vitelos, acredita-se
que a espécie envolvida seja C. parvum (4,5-5,4 um x 4,2-5,0 um), no entanto, seria de toda
a conveniéncia recorrer a técnicas de biologia molecular e estudos de genotipagem (por
exemplo pela técnica de PCR- RFLP) de modo a confimar as espécies, considerando que C.
bovis (4,76-5,35 x 4,17-4,76 ym) pode igualmente estar envolvida. Num estudo realizado em

vitelos de varias explora¢des nos Estados Unidos, que relacionou a idade dos animais e as
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espécies de Cryptosporidium envolvidas na infeccdo, a espécie C. parvum foi a Unica
presente nos intestinos dos vitelos com idades até as duas semanas e constactou-se que a
espécie C. bovis podia ser detectada a partir das 3 semanas de idade (Santin, 2004).

A espécie C. parvum € conhecida por provocar enterites agudas em animais e humanos e a
sua presenca nos ruminantes € um factor de risco para a saude publica devido a
contaminagdo ambiental. Em contraste, nenhum vitelo infectado com a espécie C. bovis
apresentou sinais clinicos de diarreia e nunca foi detectado em humanos (R. Fayer, Santin,
Trout, & Greiner, 2006; Santin, 2004)

Um dos objectivos propostos foi a determinacao do método de diagndstico mais eficaz entre
os dois métodos de diagndstico utilizados para Cryptosporidium (esfregaco fecal directo e
apos concentracdo pelo método de Ritchie modificado, corados pelo método de Ziehl-
Neelsen modificado), tendo como base a sua sensibilidade, facilidade de execugéo, rapidez
e custo acessivel. Por norma, séo utilizados testes de referéncia (Gold Standard) para a
avaliacdo das técnicas de diagnéstico, através do qual sdo comparadas as outras técnicas,
assumindo que esse teste tem uma sensibilidade e especificidade de 100%. Varios autores
consideram como Gold Standard, a técnica dos esfregacos fecais corados pelo Ziehl-
Neelsen (Arrowood & Sterling, 1987; Tee et al., 1993).

No presente trabalho, como néo foi feito um estudo de caso-controlo, ndo foi possivel utilizar
métodos de comparacdo de técnicas de diagndstico que utilizassem testes de referéncia,
uma vez que ndo era possivel conhecer o estado higido de cada animal de modo a
classifica-lo como parasitado ou ndo por criptosporidios.

Assim, na avaliacdo da sensibilidade das técnicas de diagndstico para a deteccdo de
oocistos de Cryptosporidium, com a limitagdo de néo ter sido realizado um estudo de caso-
controlo, utilizou-se o0 método de testes multiplos paralelos, revelando uma sensibilidade do
método de Ritchie superior em relagdo ao método de esfregaco fecal directo, com 85% e
75% respectivamente. Uma vez que a amostra em estudo ndo foi representativa da
populacdo e os métodos sao medidos numa escala qualitativa (positivo ou negativo), de
forma a avaliar a concordancia entre os resultados dos dois métodos, calculou-se o valor k
(Cohenn’s kappa), que nos fornece uma ideia do quanto as observagdes se afastam
daquelas esperadas, fruto do acaso, indicando-nos assim quéo legitimas as interpretactes
sdo. O valor k varia de 0 a 1, sendo que “1” representa a concordancia perfeita e “0”
representa ndo existéncia de concordancia. O valor k obtido neste caso foi igual 0,51 o que,
segundo alguns autores (Landis & Koch, 1977), € considerado um nivel de concordancia
moderada (0,4< k <0,6). O teste mdltiplo paralelo, possui a desvantagem de classificar um
animal sdo como positivo, se um dos testes der resultado positivo, mesmo que este seja
falso positivo devido a, por exemplo, erro da técnica, a contaminagcdo da amostra, a
observador pouco experiente (0s oocistos podem ser facilmente confundidos com leveduras

ou pseudo-parasitas quando vistos por alguém pouco experiente), entre outros.
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No entanto, e porque o método de concentracdo € mais demorado na sua execugcdo, mais
caro devido a necessidade de maior quantidade de material e reagentes, 0 método dos
esfregacos fecais corados pelo Ziehl-Nelsen modificado foi o método escolhido de entre os
dois. Este método apresenta o inconveniente de poder originar falsos negativos no caso de
infeccBes pouco severas, onde o recurso a um meétodo de concentragdo torna-se mais
vantajoso. As fezes preparadas pelo método de concentracéo de Ritchie modificado passam
por dois processos de centrifugacdo e, de um modo geral, foram obtidas preparagbes mais
ricas em oocistos quando sujeitas a métodos de concentragdo. No entanto, alguns autores
referem que cada passo de centrifugacdo pode levar a 30% de perdas de oocistos
(LeChevallier, Norton, Siegel, & Abbaszadegan, 1995). Tal como para 0 caso da pesquisa
de oocistos de Eimeria, optou-se por uma contagem semi-quantitativa do numero de
oocistos de Cryptosporidium nas amostras devido a sua maior rapidez. Segundo
observacdes de alguns autores (Peeters et al., 1992; Villacorta, Peeters, Vanopdenbosch,
Ares-Mazas, & Theys, 1991) existe uma estreita correlacdo entre a determinagdo do niumero
de oocistos feita em camara de Neubauer e a contagem semiquantitativa dos esfregacos
corados.

O recurso a centrifugacédo simples apenas foi usado no caso de fezes demasiado liquidas,
onde o método de Ritchie ndo se revelou eficaz, provavelmente pela dispersdo dos oocistos
e pelo menor teor de gordura presente na amostra fecal e também nos casos onde se
contaram maior nimero de oocistos em fezes preparadas pela técnica de esfregaco directo.
Em duas amostras onde a técnica de concentracdo de Ritchie nao foi uilizada (tabela 9), a
técnica de centrifugacao simples permitiu obter resultado positivo, em contraste com o
resultado negativo (falso negativo) revelado pela técnica de esfregaco directo. Nas amostras
com resultados contraditérios entre 0 método de esfregaco directo e apds concentracdo pelo
método de Ritchie, contou-se um nimero maior de oocistos pela centrifugagdo simples na
generalidade das amostras, provavelmente pelos motivos apontados acima. Além disso, e
em relacdo ao método de concentracdo de Ritchie, concluiu-se que muitos dos oocistos
devem ter ficado retidos nas malhas da gaze utilizada para a filtracdo das amostras,
originando perdas significativas de oocistos (Weber et al., 1991). Os esfregacos preparados
pela técnica de centrifugacdo simples, ndo passam por nenhum processo de filtracdo e além
disso, tem uma execucdo mais rapida. A falta de tempo ndo permitiu a execucdo desta
técnica em todas as preparacdes, o que teria sido interessante para a comparacdo de
resultados com a técnica de Ritchie com o objectivo de concluir a hipotese da perda de
oocistos devido ao processo de filtracao.

A técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen modificada é facil de executar, econémica e
permite a coloracdo simultdnea de vérios esfregagcos ao mesmo tempo, e uma boa
visualizacdo da morfologia dos oocistos. Para além disto, esta técnica nao utiliza produtos

altamente inflaméveis como acetona ou éter, muito empregues noutros métodos de
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diagnéstico de Cryptosporidium. Os esfregacos fecais corados por esta técnica apresentam
no entanto, a desvantagem de falha no diagndstico no caso de amostras pouco parasitadas
e a necessidade de observadores experientes. A presenca de estruturas como leveduras,
bactérias ou glébulos de gordura, podem confundir um observador pouco experiente.
Observou-se que, 0s oocistos ndo apresentam uma coloracdo uniforme, podendo aparecer
formas desde total a parcialmente coradas ou até mesmo formas ndo coradas na mesma
preparacao (figura 9). Nos oocistos esporulados, podem-se ver esporozoitos, em forma de
crescente, intensamente corados e no decurso da maturacdo 0s esporozoitos vao sendo
empurrados para um lado, surgindo um grande vacuolo (figura 9). As caracteristicas &lcool-
acido-resistentes dos oocistos vao surgindo a medida que o oocisto amadurece, embora a
coloracdo de oocistos envelhecidos possa também ser dificultada (Clavel, 1994; Entrala,
Rueda-Rubio, Janssen, & Mascaro, 1995).

A eimeriose € uma doenga comum em animais jovens, surgindo normalmente, a partir das
trés semanas até aos 6 meses de idade. Neste estudo, a infec¢do por Eimeria verificou-se
em apenas 10,8% (11/101), e em animais com idades superiores a trés semanas o que esta
de acordo com as observagfes de outros autores (Boghton, 1945; Faber, 2002). O grupo
etario 4 (24 a 32 dias) englobou o maior nimero de animais (4/11) com presenca de
oocistos de Eimeria nas fezes. Este grupo incluiu apenas 17% (18/101) dos animais em
estudo (grafico 5) e embora o valor desta percentagem pareca motivar a impossibilidade de
associacdo entre idade e a infeccao, a experiéncia clinica apoia-nos na observacao.

Neste trabalho, devido a varias condicionantes laboratoriais e temporais, a contagem dos
oocistos de Eimeria foi realizada de forma semi-quantitativa (contagem de oocistos em 10
campos aleatérios na ampliacdo x100) e os resultados obtidos, estratificados por niveis de
infeccdo de acordo com a tabela 7. Quanto ao nivel de infecgdo, nove dos 11 animais com
presenca de oocistos de Eimeria nas fezes apresentavam nivel | (1-75 oocistos), um animal
com nivel Il (76-150 oocistos) e um animal com nivel Il (>150 oocistos) de infec¢éo (gréafico
7). Uma contagem rigorosa de oocistos, através de um método quantitativo (por exemplo
método de MacMaster), daria uma indicacdo mais fidedigna acerca do nivel de infecgdo sem
nunca esquecer que um diagndstico correcto de coccidiose deve ser feito em primeiro lugar
com base na anamnese, sinais clinicos, histéria da doengca na exploragdo, sistema de
producdo, entre outros (Arguello, 1999; Daugschies & Najdrowski, 2005; Lima, 2004).

A observagédo dos oocistos de Eimeria, a medi¢éo e a caracterizacdo morfoldgica (forma, cor
e presenca ou auséncia de micropilo) evidenciou que os animais apresentavam infeccdes
mistas provocadas por duas ou mais das cinco espécies encontradas: E. bovis, E.
ellipsoidalis, E. zuernii, E. cylindrica e E. alabamensis. Segundo Daugschies & Najdrowski
(2005) a simples presenca de oocistos nas fezes, ndo permite fazer o diagndstico
especifico, uma vez que os graus de patogenicidade e o nimero de oocistos produzidos

variam consoante as espécies. O diagnéstico especifico rigoroso necessita da observacdo
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dos oocistos esporulados (ArgUello, 1999), com recurso a coproculturas em placas de Petri,
avaliando o tempo necessario para o desenvolvimento dos esporozoitos e posterior
medi¢c&o. No entanto, segundo alguns autores, considerando a experiéncia do observador, é
possivel identificar pelo menos os oocistos das espécies mais patogénicas que infectam os
bovinos (E. bovis, E. zuernii e E. alabamensis) sem necessidade de recorrer a técnicas que
permitam a esporulacdo de oocistos (BayerHealthCare, 2007). Destas trés espécies, as
mais comuns na Europa séo E. bovis e E. zuernii (Bushan, 2006). A importagdo de animais
portadores assintomaticos, de diferentes partes da Europa, poderia justificar o aparecimento
de espécies pouco comuns de Portugal, como é o caso de E. alabamensis. Num estudo
realizado na Alemanha, demonstrou-se que em zonas endémicas, devera ser considerado o
risco de desenvolvimento de coccidiose clinica pela espécie E. alabamensis em vitelos
durante as primeiras duas-trés semanas post-tournout (Himmelstjerna, 2006). Faber et al.
(2002) verificaram que as espécies E. ellipsoidalis, E. zuernii, E. bovis e E. auburnensis
foram as que predominaram nas exploragdes localizadas no norte e no centro da Alemanha.
Em todas as exploragdes onde se recolheram as amostras positivas a Eimeria havia historia
de diarreia neo-natal, com inicio na primeira semana de vida (Anexos, tabela 13). Nesta fase
podem surgir outros agentes causais de diarreia, tais como Cryptosporidium, E. coli (K99),
Rotavirus, Coronavirus. Tal como a eimeriose, outras doengas como a salmonelose, a
diarreia viral bovina ou outras parasitoses intestinais (nematodoses, por exemplo) surgem
normalmente, a partir das trés semanas de vida (Merck & Co., 2005a). Assim, o diagnostico
diferencial deve incluir todas estas doencas, bem como alteracbes devidas a mudancas
alimentares. E de referir que nas 11 amostras positivas a Eimeria, cinco apresentaram
simultaneamente resultado positivo para oocistos de Cryptosporidium e todas elas com nivel
de infeccdo | (1 a 10 oocistos), onde quatro desses animais eram 0S pertencentes aos
grupos etarios 3, 4 e 5.

Tanto a criptosporidiose como a eimeriose sdo doencas auto-limitantes que terminam,
normalmente quando a excrecao de oocistos desaparece. Nas infeccbes naturais por C.
parvum, o aparecimento dos sintomas e a eliminacdo dos oocistos pode comegar na
primeira ou na segunda semana de vida (Merck & Co., 2005b). A excre¢cdo pode ter inicio
logo aos dois dias de idade, atingindo 0 seu maximo aos 14 dias de idade (Olson et al.,
2004). O periodo correspondente ao declinio da excrecdo de oocistos de Cryptosporidium
(aproximadamente a partir da quarta semana) coincide com o inicio do aumento da
excrecao de oocistos de Eimeria (aproximadamente a partir das 3 semanas até aos seis
meses). Comparando os graficos 6 e 7, verifica-se um menor nimero de amostras positivas
a presenca de oocistos de Cryptosporidium a partir da quarta semana de idade dos animais
(grupo etério 4) com um baixo nivel de infeccéo (nivel ). Para o caso das amostras positivas
a presenga de oocistos de Eimeria, foi exactamente nesta fase que se registou maior

namero de amostras e 0s niveis mais elevados de infeccéo.
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Independentemente do parasita em estudo e da técnica de diagndstico utilizada, verificou-se
um maior nimero de resultados positivos em amostras de fezes diarreicas (gréfico 8). Este
facto é claramente conhecido, considerando que, a medida que as infec¢des se resolvem, a
consisténcia das fezes vai aumentando e o numero de oocistos excretados vai diminuindo.

A imunizacdo activa de vacas ou novilhas em gestagcdo, através de vacinas contra
Rotavirus, Coronavirus e E. coli (K99) verificou-se em apenas 4 exploracdes (Anexo tabela
13). Os vitelos deveriam ser alimentados com colostro de vacas vacinadas, durante as
primeiras duas a quatro semanas de vida, com o0 objectivo de reduzir a intensidade de
diarreias provocadas por E. coli (K99), reduzir a incidéncia de diarreias provocadas por
rotavirus e, nos vitelos infectados por coronavirus ou rotavirus diminuir a sua disseminacao.
A presenga de outros agentes enteropatogénicos, tais como E. coli (K99), rotavirus e
coronavirus, bastante comuns em vitelos nesta faixa etaria, podera estar também
relacionada com o elevado nimero de animais com diarreia (Merck & Co., 2005b). No
entanto, nao foi possivel fazer a pesquisa destes agentes etioldgicos, o que teria
enriquecido o trabalho. Alteracdes de dieta (leite de substituicdo, introducé@o de racéo, entre
outros) sdo também causas importantes para o aparecimento de diarreia em vitelos.
Segundo Faubert e Litvinsky (2000), € no momento do parto que as vacas portadoras
assintomaticas libertam um maior numero de oocistos de Cryptosporidium,
comparativamente as vacas que se encontram no periodo do pré-parto e do pos-parto,
levando a conclusédo de que os recém-nascidos adquirem a infeccdo imediatamente apds o
nascimento. A existéncia ou nao de maternidades nas explora¢cfes sugere a hip6tese de ser
um factor a ter em conta na susceptibilidade de infecgdo por Cryptosporidium em vitelos
recém-nascidos. Colocou-se a hipétese de as vacas que pariam em exploracées onde néo
existiam maternidades, ou seja, que ndo eram separadas das outras fémeas do mesmo
parque e, vacas que pariam em maternidades mdultiplas podiam contribuir para o aumento
da susceptibilidade dos vitelos recém-nascidos de contrair imediatamente a infec¢do, em
comparacdo com aqueles nascidos em maternidades individuais (no caso de a progenitora
ndo estar infectada). No entanto, a associagdo entre os resultados positivos e a existéncia
ou ndo de maternidades n&o foi demonstrada.

Garber et al. (1994) detectaram infeccdo em 59,1% (652/1103) das exploracdes e em 22,4%
(1648/7369) dos vitelos num estudo realizado a nivel nacional nos Estados Unidos da
América. As exploracdes onde existiam maternidades multiplas, assim como as que tinham
mais de 100 vacas a produzir leite, foram as que apresentaram um maior nimero de vitelos
infectados.

Nas exploracdes deste estudo, detectou-se a presenca deste parasita em 29% (9/31) dos
animais nascidos em maternidades multiplas, 30% (3/10) em maternidades individuais e em

46,6% (28/60) de animais nascidos em exploracfes sem maternidade (Anexos, tabela 14).
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A pesquisa de infeccao por Cryptosporidium nas méaes dos vitelos analisados neste estudo,
bem como os niveis de infec¢cdo de cada uma delas, provavelmente teria sido util para a
comprovacao desta hipotese.

A via de infec¢cdo mais comum para estes dois tipos de parasitas é a fecal-oral, através da
ingestdo de oocistos excretados nas fezes. O sistema de producdo, as condicdes
higiosanitarias das exploragfes, o tipo de alojamento dos animais e a localizagdo dos
bebedouros e/ou manjedouras (a proximidade do chao contribui para a contaminacéo fecal
da 4gua e/ou alimentos) assume grande importancia na transmisséo destas doencas.
Verificou-se neste estudo a presenca de animais alojados/contidos juntamente com animais
adultos (grafico 10), onde o contacto entre adultos e vitelos sugere que, a existéncia de
portadores assintomaticos, sejam uma fonte de infec¢cdo para os vitelos ao excretarem
continuamente oocistos de Cryptosporidium ou de Eimeria (Anderson, 1998; Faber, 2002;
Faubert & Litvinsky, 2000). Contudo, o reduzido nimero de amostras deste estudo nao
permitiu demostrar esta associacao.

No total de fezes recolhidas, 50 animais tinha como sistema de abeberamento o balde
colocado no chéo, 42 o balde suspenso e nove o0 bebedouro. A hipétese de o maior nimero
de animais infectados serem aqueles cujo sistema de abeberamento fossem baldes no
chdo, ndo se comprovou para Eimeria nem para Cryptosporidium. Para além do baixo
namero de animais que constituiam a amostra deste estudo, em muitos casos, observou-se
que muitos dos baldes suspensos e bebedouros existentes, ndo estavam a uma altura
suficiente para impedir a contaminacgdo fecal pelos animais. Tal facto podera ter contribuido
para a impossibilidade desta associagdo assim como a auséncia de aplicacdo de produtos
desinfectantes na agua de bebida dos animais (Anexos, tabelas 15 e 17).

Relativamente ao tipo de solo e paredes dos viteleiros, os dados obtidos permitiram
evidenciar a associagdo entre as propor¢cdes de positivos para Cryptosporidium, através do
teste exacto de Fisher (p=0,018) (tabela 10). Os viteleiros com piso de cimento com mato e
viteleiros com piso de cimento com palha foram os que apresentaram mais casos positivos
tanto para Cryptosporidium como para Eimeria (anexos, tabela 16). O deficiente escoamento
deste tipo de piso associado a presenca de camas de palha proporciona as condi¢fes ideais
de temperatura e de humidade necessarias a esporulacdo dos oocistos de Eimeria,
manutencdo da viabilidade dos oocistos e maior probabilidade dos animais ingerirem os
oocistos (de Eimeria e/ou Cryptosporidium). Um piso ripado ou de terra permite um melhor
escoamento das fezes e urina dos animais, mantendo as camas secas durante mais tempo.
Os oocistos de Cryptosporidium podem estar presentes em todo o tipo de aguas, tais como
rios, ribeiros, lagoas, aguas residuais, 4gua potavel, etc, sendo a contaminagédo das aguas
uma importante via de transmissdo da criptosporidiose (R. Fayer, 2004). A evidéncia de
associacao entre os resultados obtidos e a existéncia ou ndo de proximidade de rios ou

ribeiros (p=0,022) revelaram que os vitelos nascidos em exploracdes proximas de rios ou
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ribeiros sdo os que apresentam menores propor¢cdes de positivos (25%), comparativamente
aos animais positivos nascidos em exploracdes sem rios ou ribeiros préximo delas (75%).
No entanto, das 15 amostras recolhidas em explora¢des préximas de cursos de agua, 10
eram positivas (tabela 11). Condicionantes de tempo e de logistica impossibilitaram a
realizacdo de testes a estas aguas para avaliar a presenca de oocistos de Cryptosporidium
e sua viabilidade. Aqueles testes poderiam confirmar ou ndo a hipotese dos efluentes destas
exploracdes serem a causa da contaminac¢do das 4guas e consequente risco para a saude

publica.

5. Conclusao

A componente pratica do estagio curricular foi de enorme importancia tanto do ponto de
vista profissional, permitindo adquirir competéncias fundamentais para o desenvolvimento
da futura actividade na area da clinica e cirurgia das espécies pecuérias, mas também a
nivel pessoal. A aprendizagem e conhecimentos adquiridos através do contacto com a
realidade diaria do trabalho do Veterinario de Campo véao contribuir para que a autora se
sinta confiante para desempenhar o seu papel de Médica Veterindria. Assim, as
experiéncias vividas e as dificuldades sentidas possibilitaram a aplicagdo de um raciocinio
critico e de resolucao de problemas, necessarios em qualquer profissao.

A nocao da viabilidade econdmica de um tratamento face a produtividade do animal e/ou
das possibilidades de cada produtor, foi muito importante para compreender a necessidade
de seleccionar os métodos de diagnéstico e de tratamento que melhor se adaptem a cada
caso, nunca esquecendo o bem-estar animal.

E importante referir a funcdo do Médico Veterinario na formag&o dos produtores, quer em
termos de maneio, como também na utilizacdo de produtos de uso veterinario por parte
daqueles de modo a maximizar economica a sua exploracao.

Relativamente ao tema escolhido para a presente dissertacéo, todos 0s objectivos propostos
foram concretizados.

A amostragem por conveniéncia ndo probabilistica deste trabalho, ndo permitiu fazer um
estudo de prevaléncia por ndo ser representativa da populacédo da regido. No entanto, foi
possivel demonstrar na populacdo estudada, as duas coccidias que nos propusemos
estudar — Eimeria com 10,8% de casos e Cryptosporidium com 39,6% de casos pela técnica
de esfregaco fecal e 40,6% de casos pela técnica de concentracao pelo método de Ritchie
modificado.

A avaliagdo das caracteristicas morfolégicas dos oocistos de Eimeria levou a conclusao de
gue para além das espécies E. bovis e E. zuernii (as mais comuns em Portugal), outras
espécies menos comuns em Portugal, como E. alabamensis, podem ser responsaveis pela
doenca. No entanto, seria necessario promover, sob condi¢des laboratoriais, a esporulagéo

desta Ultima, para poder afirmar a sua existéncia inequivocamente.
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Na avaliacdo efectuada nos oocistos de Cryptosporidium, apesar das caracteristicas
morfolégicas e a morfometria obtida terem sido coincidentes com as espécies C. parvum e
C. bovis, considerando o baixo nivel de patogenicidade da espécie C. bovis e pelo facto de
esta espécie ser menos caracteristica em vitelos com menos de trés semanas, faixa etéria
mais representada neste estudo, tudo indica ser C. parvum a espécie envolvida nestes
casos.

Quanto a avaliagéo da técnica de diagndstico mais eficaz dentro das técnicas utilizadas para
o diagnostico de Cyptosporidium, comprovou-se que a técnica de concentracao pelo método
de Ritchie modificado, apresentou uma maior sensibilidade (85%) em comparagdo com a
técnica de esfregaco fecal (75%).

Os factores de risco identificados para os animais em estudo foram a idade e o tipo de piso
e paredes dos viteleiros e apenas para a infecgdo por Cryptosporidium. Os pisos de cimento
com palha e/ou pisos de cimento com mato, ambos com paredes de cimento, sdo 0s que
evidenciaram através dos resultados, um maior risco de infeccdo para os animais, em
comparagdo com 0s pisos ripados com paredes de cimento ou pisos de terra com paredes
de madeira.

De um modo geral, seria desejavel colmatar algumas lacunas deste trabalho num préximo
estudo representativo da populacdo de bovinos da regido de Montemor-o-Velho. O facto de
ser uma regido onde predominam rios, ribeiros, lagoas e campos alagados (arrozais) seria
de enorme importancia a pesquisa de espécies de Cryptosporidium — especialmente C.

parvum nas aguas de superficie que abrangem aquela regiao.
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Questionario

Existe historia e diarreia na exploracdo? Neo-natal?
Em que idade?
Existe maternidade? Multipla ou individual?

Tipo de alojamento dos vitelos.

Caracteristicas do piso e das paredes dos viteleiros.

S&o habitualmente administradas vacinas? Quais?
E dado colostro aos recém-nascidos.

Com quantos dias saem os vitelos das maternidades?

Como é feito o desmame?

. De onde provém o abeberamento dos animais?

. Sistema de abeberamento?

. H& rios ou ribeiros por perto?

. Para onde se dirigem as aguas de escorréncia da exploracao?
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Tabela 12 — Dados relativos a cada amostra e contagem do nimero de oocistos de Cryptosporidium

e de Eimeria encontrados pelas diferentes técnicas usadas

Cryptosporidium spp

Centrif.

102

Ritchie

12
22

114
253

256

11

12

541

41

264

NE

151

NE

ED

10

110

38

163
247

144

69

22

Eimeria spp

Willis

41

12

Fezes

SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP

SP
SP
SP

SP

SP
SP

Idade

22
20

31

27

17
15
28
24

17

13
13
14

14
24

15
13
21

17
14
19
19
25

15
22

17

12

10
10

Expir.

Amostra

43

45

49

54
55
57

41

42

47

52
53
56
46

10
11
12
13
14
15

16
17
18
19
20

89

90
91

23
21

22
81

82

24
26
25
69

79



Tabela 12 (continuacdo) — Dados relativos a cada amostra e contagem do nimero de oocistos de

Cryptosporidium e de Eimeria encontrados pelas diferentes técnicas usadas

Eimeria spp Cryptosporidium spp

Amostra | Explr. Idade Fezes Willis ED Ritchie Centrif.

27 H 22 SP 0 6 10

29 H 14 SP 0 0 0

30 H 10 SP 0 0 4

28 H 8 D 0 14 7

79 H 8 D 0 121 753

80 H 8 D 0 271 > 1000

31 I 21 D g 0 3

32 I 12 D 0 0 0

33 ] 29 Sp 45 0 0

36 ] 29 Sp 16 2 6

50 ] 6 SP 0 37 68

34 ] 15 P 0 0 0

35 J 14 D 0 6 3

37 J 35 D 11 4 3

338 J 38 SP 13 1 0 3

3 K 9 D 0 1 0 1

40 K 11 P 0 3 0 2

51 L 8 D 0 14 111

95 M 16 D 0 0 NE 0

58 M 5 D 0 0 0

59 N 7 D 0 3 11

60 N 15 D 0 0 0

61 0 8 D 0 53 NE 146

62 P 14 D 0 3 3

64 Q 8 D 0 0 NE 25

65 Q 24 D 0 4 NE 10

63 Q 8 D 0 8 35

67 R 31 D 202 0 NE 0

63 R 30 D 143 0 0

71 S 47 SP 0 0 0

73 S 42 SP 0 0 0

72 S 42 P 0 0 0

74 S 36 P 0 0 0

70 S 50 D 0 36 32

75 S 24 D 0 0 0

77 T 15 Sp 0 0 0

76 T 14 P 0 0 0

78 T 17 D 0 0 1

83 u 5 Sp 0 0 21

84 U 7 P 0 0 0

85 \'/ 30 SP 0 0 7

87 Vv 10 SP 0 0 0

86 \'/ 30 D 0 0 0

92 W 21 D 0 0 3

93 X 6 P 0 1 0 3

94 Y 6 D 0 112 21 170
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Tabela 12 (continuagao) — Dados relativos a cada amostra e contagem do nimero de oocistos de

Cryptosporidium e de Eimeria encontrados pelas diferentes técnicas usadas

Amostra | Explr. Idade Fezes Willis ED Ritchie Centrif.

93 zZ 8 sp 0 0 0

9g zZ 10 sp 0 3 4

96 zZ 10 D 0 0 0

97 zZ 10 D 0 29 79

101 zZ 10 D 0 42 NE 70
100 z 10 D 0 0 0

102 z 10 D 0 1 0 4

Legenda:

Amostra — Niomero da amostra

Explr. — Exploracéo

Idade — Idade do anima no momento da recolha da amostra

Fezes — Tipo de fezes

Willis — Método de Willis

ED - Esfregaco fecal directo

Ritchie — Esfregaco fecal apds concentracdo pelo método de Ritchie

Centrif. — Esfregaco fecal apds concentracao pelo método de centrifugagéo simples
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Tabela 14 — Comparacao dos resultados positivos e negativos pela técnica de esfregaco fecal directo

(ED) dentro dos animais nascidos nos diferentes tipos de maternidades

Maternidade

individual multipla nao existe Total
ED Negativo 7 22 32 61
Positivo 3 9 28 40
Total 10 31 60 101

Tabela 15 — Comparacéo dos resultados positivos e negativos nos animais, pela técnica de esfregaco

fecal directo (ED), dentro dos diferentes tipos de sistemas de abeberamento

Sistema d

balde no chao

balde suspenso

ED

Negativo
Positivo

Total

32

18

50

e abeberamento
bebedouro Total
27 2
15 7
42 9

61

40

101

Tabela 16 — Comparagéo dos resultados positivos e negativos dos animais, pelo método de willis,
dentro dos diferentes tipos de solos e paredes dos viteleiros

Solo e parede dos viteleiros (Solo + Parede)
Terra ¢/ palha |Cimento ¢/ mato| Cimento c/ Ripado c/ palha Total
+ Madeira + Cimento palha + Cimento + Cimento
Willis
Negativo n° animais 7 10 41 32 90
% 100.0% 83.3% 83.7% 97.0% 89.1%
Positivo n° animais 0 2 8 1 11
% 0% 16.7% 16.3% 3.0% 10.9%
Total n° animais 7 12 49 33 101
% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
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Tabela 17 — Comparacédo dos resultados positivos e negativos dos animais, pelo método de willis,
dentro dos diferentes tipos de sistemas de abeberamento

Sistema de abeberamento

balde no chdo |balde suspenso| bebedouro Total
Willis Negativo  n°de animais 46 37 7 90
% 92.0% 88.1% 77.8% 89.1%
Positivo n° de animais 4 5 2 11
% 8.0% 11.9% 22.2% 10.9%
Total n° de animais 50 42 9 101
% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
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