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Resumo

A Besnoitiose bovina, causada pelo Apicomplexa Besnoitia besnoiti, € uma
doenca parasitaria reemergente na Europa, que se caracteriza por uma elevada
morbilidade e baixa mortalidade nos bovinos. Apresenta uma fase aguda (com febre e
anasarca) e uma fase cronica (esclerodermia) associada a consideraveis prejuizos
econdémicos, sobretudo reducdo da producdo de leite e carne, infertilidade nos touros,
destruicdo da pele, abate prematuro e morte. Apesar de nem todos os animais infetados
apresentarem sinais clinicos, sdo considerados portadores assintomaticos da doenca
através da presenca de quistos na pele, no entanto, o aparecimento dos sintomas pode
variar dependendo do tempo de infecdo e da carga parasitaria.

O diagndstico da doenca pode ser concluido de diversas formas, nomeadamente
através da serologia, que é um dos meios de elei¢do a partir da detecdo de anticorpos
especificos pelo método de imunofluorescéncia indireta. Também a histopatologia da
derme é um exame complementar de diagnostico muito importante, uma vez que
permite detetar a presenca de quistos na derme. Ainda ndo é conhecido nenhum
tratamento com resultados satisfatorios em animais infetados, sendo a rastreabilidade da
infecdo pela colheita de sangue em animais com mais de 6 meses de idade, em
simultaneo com a adocdo de medidas de prevencao, 0s Unicos meios para o controlo e

evitar a disseminacdo da doenca.

A partir do estudo de dois casos clinicos foi possivel verificar a fase cronica da
doenca, em dois bovinos, macho e fémea, respetivamente com 8 anos de idade de raca
Mertolenga e de 14 anos de idade de ragca Limousine. Ambos 0s animais, foram objeto
de analises que confirmaram a presenca de Besnoitiose bovina, evidenciando sinais
crénicos da mesma, procedendo-se, apOs periodo de isolamento dos animais ao seu

abate por se tratar de reservatérios da doenca, temendo-se a disseminacdo pela manada.

Palavras-chave: Besnoitiose bovina, Besnoitia besnoiti, hiperqueratose, esclerodermia.
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Abstract

Bovine Besnatitis, caused by Apicomplexa Besnoitia besnoiti, is a reemerging
parasitic disease in Europe, characterized by high morbidity and low mortality in cattle.
It presents an acute phase (with fever and anasarca) and a chronic phase (scleroderma)
associated with considerable economic losses, mainly reduction of milk and meat
production, infertility in the bulls, skin destruction, premature death and death.
Although not all infected animals show clinical signs, they are considered asymptomatic
carriers of the disease through the presence of cysts in the skin, however, the appearance
of symptoms may vary depending on the time of infection and the parasite load.

Diagnosis of the disease can be completed in a variety of ways, including
through serology, which is one of the means of choice from the detection of specific
antibodies by the indirect immunofluorescence method. Also the histopathology of the
dermis is a very important complementary diagnostic examination, since it allows
detecting the presence of cysts in the dermis. No treatment with satisfactory results in
infected animals is yet known, with the traceability of infection by blood collection in
animals older than 6 months of age, together with the adoption of preventive measures,
the only means of control and dissemination of the disease.

From the study of two clinical cases, it was possible to verify the chronic
phase of the disease in two male and female cattle, respectively 8 years of age
Mertolenga and 14 years of age of Limousine breed. Both animals were the subject of
analyses that confirmed the presence of Besnoitiose, evidencing chronic signs of it, after
a period of isolation of the animals to their slaughter because they are reservoirs of the

disease, fearing the spread by the herd.

Key words: Bovine Besnoitiosis, Besnoitia besnoiti, hyperkeratosis,
scleroderma.
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Lista de Abreviaturas e Siglas

Test)

BVD - Virus da diarreia bovina

CE - Corpo Estranho

DGAYV - Direccdo Geral de Alimentacdo e Veterinaria

DG - Diagnostico de gestacédo

EV - Endovenoso

Fi - Frequéncia absoluta

Fr - Frequéncia relativa

HE - Hematoxilina-Eosina

IBR — Rinotraqueite infeciosa bovina (Infectious Bovine Rhinotracheitis)
IV — Intravenoso

INIAV - Instituto Nacional de Investigacdo Agraria Veterinaria
IM - Intramuscular

IFAT - Teste de Imunofluorescéncia Indireta (Imunofluorescent Antibody

IFI — Imunofluorescéncia Indireta

ITS - Internal Transcribed Spacer 1

LEB — Leucose Enzodtica Bovina

rDNA — Ribossomal DNA

RT — PCR - Reverse transcription polymerase chain reaction
SC - Subcutaneo

TPM - Teste de prée-movimentacdo animal

TRC - Tempo de reflexéo capilar
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Introducéo

O presente relatorio refere-se ao estagio de natureza curricular, parte
complementar do mestrado integrado em Medicina Veterinaria da Universidade
Luséfona de Humanidades e Tecnologias.

Neste sentido, elegeu-se como area a clinica de animais de pecuéria, com 0
intuito de diversificar e ampliar o mais possivel 0os conhecimentos e competéncias que
se pretendeu adquirir com a realizacao deste estagio.

Deste modo, a sua realizacdo teve como objetivo principal integrar e consolidar
os conhecimentos obtidos na fase curricular do curso e, adquirir e melhorar
competéncias no contexto da pratica clinica na area de diagnostico, terapéutica
profilaxia, urgéncias e cirurgia. Por outro lado, durante este estagio, na Vetheavy foram
recolhidos os dados necessarios para a realizacao deste relatorio.

Assim, a elaboracéo deste relatdrio de estagio tem como finalidade caracterizar
e descrever as atividades desenvolvidas e competéncias adquiridas com a sua realizacéo.

Este relata as atividades desenvolvidas durante os seis meses de estagio no
periodo compreendido entre 3 de Outubro de 2016 a 31 de Marco de 2017, sob
orientacdo dos seis médicos veterindrios que integram a equipa e 0 restante corpo
clinico da Vetheavy, Servicos de Sanidade e Reproducédo animal.

O relatério decompde-se em 3 partes:

Relatorio de casuistica: Que da conta de uma breve sumarizacgdo, tratamento
estatistico e apresentacdo dos casos observados bem como o0s procedimentos
acompanhados durante o decorrer do estagio.

Monografia: Que assenta sobre o tema “Besnoitiose bovina”

Relato de caso: Descricdo/relato de dois casos acompanhados na clinica, sobre

0 tema da monografia e respetiva discussao.

A escolha do tema Besnoitiose bovina consagrou-se devido ao facto de ter
acompanhado durante o estagio curricular inimeros casos onde este foi o diagndstico
final e por se tratar de uma doenca reemergente na Europa com bastante incidéncia no
Alentejo. Atualmente muito diagnosticada na clinica de animais de grande porte e o

interesse em aprofundar mais tema foi crucial na escolha.

12
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CAPITULO I — Relatério de Casuistica

1.1 Introdugéo

O relatério de casuistica pretende apresentar de forma breve e sumarizada todos
0s casos clinicos acompanhados durante o periodo de estagio na Vetheavy. Desta forma,
este capitulo serd organizado por quatro areas distintas: Sanidade ou Medicina

Preventiva, Clinica Médica, Reproducéo e Identificacdo Animal.

Nos graficos que se seguem, serd apresentada a distribuicdo dos casos

observados por espécie animal e posteriormente por area clinica.

Cada tabela ira mostrar a frequéncia absoluta (Fi) e a frequéncia relativa (Fr %),
primeiramente das areas clinicas de forma geral e em segundo lugar dos procedimentos

realizados dentro de cada uma das areas referidas.

1.1.1 Animais observados por espécie e por area clinica

Foi possivel verificar que ao nivel da distribuicdo dos casos observados por
espécie houve uma predominancia da espécie ovina (55%), seguida da espécie bovina
(44%) (Tabela 1). As restantes espécies (caprinos, suinos e equinos) representaram 1%
dos animais observados (Gréafico 1). O nimero total de animais foi cerca de 23 370,
porém este nimero nao corresponde ao nimero integral de animais individualmente,
uma vez que é muito frequente em clinica existir mais do que um procedimento a
realizar em cada animal. Ex1: Vacinacdo e desparasitacdo; Ex2: Vacinagdo com

Rispoval 4 e Covexin10.

Tabela 1 - Animais observados por espécie

Espécies observadas Animais intervencionados
Bovinos 10227
Ovinos 12948
Restantes Espécies 195
Total 23370

13



Clarisse Maria Cravidéo | Besnoitiose Bovina

BOVINOS B OVINOS M Outras espécies

1%

44%

Grafico 1 - Distribui¢do dos casos acompanhados por espécie

Em relacdo a distribuicdo dos casos observados por area clinica € possivel
concluir, a partir do Grafico 2 e Tabela 2, que a area com maior afluéncia é sem
margem para ddvidas a sanidade ou medicina preventiva 87%, posteriormente a
reproducdo com 7% dos casos, a identificacdo de animais 5%, e por fim a clinica

médica, ou urgéncias 1%.

Tabela 2 - Animais observados por area clinica

Areas clinicas de maior incidéncia N° de animais intervencionados
Clinica médica 245

Identificacdo de animais 1566

Reprodugéo 2276

Sanidade ou medicina preventiva 26970

Total 31057

= CLINICA MEDICA
® IDENTIFICACAO
DE ANIMAIS

= REPRODUGAO

m SANIDADE

Gréfico 2 - Distribuicdo dos casos acompanhados por area clinica 14
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1.1.1.1 Sanidade ou medicina preventiva

A sanidade em animais de pecuéria é de enorme importancia, uma vez que zela
pela prevencdo e erradicacdo de doencas, tanto de zoonoses, como de doencas
infeciosas e parasitarias que possam por em causa a qualidade e bem-estar do efetivo e
populagdo em geral. Dela fazem parte a vacinagdo, desparasitacdo, o rastreio de
algumas doencas de declaracdo obrigatdria como tuberculose, leucose, brucelose e os
testes de pré-movimentacdo animal. Em andlise da Tabela 3, observe-se que a
vacinacao e desparasitacdo (64,36%) foram o procedimento mais efetuado aos animais,
seguido do rastreio anual (29,52%) e Teste de pré-movimentacdo animal (TPM) -
6,11%.

Tabela 3- Distribuicdo dos casos acompanhados na sanidade

Bovinos Ovinos Caprinos  Fi Fr (%)
Vacinagéo e 8644 8967 90 17701 64,36
Desparasitacdo
Rastreio Anual 7025 1094 0 8119 29,52
TPM 1681 0 0 1681 6,11
Total 17350 10061 90 27501 100,00

Legenda: Fi — Frequéncia absoluta; Fr — Frequéncia Relativa; TPM - Teste de pré-
movimentac&o animal

A vacinacdo caracteriza-se pela administracdo de uma vacina. Esta ndo € mais
do que uma substancia derivada ou quimicamente semelhante a um agente infecioso
particular, causador de doenca. Essa substancia é posteriormente reconhecida pelo
sistema imunitario de um individuo vacinado desencadeando uma resposta que 0
protege de uma doenga associada ao agente. Essa imunizacdo tem como finalidade
prevenir ou atenuar os efeitos de uma eventual infecdo causada por esse agente

patogénico.
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No decorrer do estdgio, uma grande percentagem de animais por efetivo foi
vacinada, desenvolvendo-se assim imunidade de grupo, que assume uma funcéo
primordial no controlo de doengas e zoonoses. As vacinas utilizadas com maior

frequéncia durante o estagio foram:

e a (Rispoval 4)F em bovinos (27,72%), que protege 0s animais contra o virus da
diarreia bovina (BVD) e o virus da rinotraqueite infecciosa bovina (IBR),
parainfluenza (P13) e virus respiratério sincicial bovino (BRSV),

a (Covexin 10)}, também em bovinos (27,71%) que assegura a proteccdo dos

animais contra clostridioses (10 estirpes),

a (Covexin 8)% em Ovinos (26,88%) que garante a imunizacdo ativa contra
clostridioses (8 estirpes),

a (Syvazul)® em Ovinos (6,32%), que previne a virémia e reduz os sinais clinicos e
lesbes causadas pelo serdtipo 1 do virus da Lingua azul,

(Heptavac P Plus)® em ovinos (4,51%) que garante a imunizacéo ativa das ovelhas

contra clostridioses,

e (Ovilis Enzovax)® em ovinos (2,62%) para imunizacéo activa das reprodutoras

suscetiveis, como ajuda na prevencdo do aborto e partos prematuros devidos a

Clamydophila abortus.

As vacinas menos usadas, mas ndo menos importantes foram:

e a (Spirovac L5)% em bovinos (0,92%), vacina que previne doencas causadas pela
Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-bovis,

e a (Coxevac)® em caprinos com (0,52%), para controlo da Febre Q causada por
Coxiella burnetti,

e e por Gltimo a (Leptavoid H)? em bovinos com (0,09%) que é uma vacina inativada

contra a leptospirose bovina (Tabela 4).
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Tabela 4 - Distribuicdo dos casos acompanhados na vacinagao

Bovinos  Ovinos Caprinos  Fi Fr (%)
(Covexin 10)" 4820 4820 27,71
(Covexin 8)F 200 4476 4676 26,88
(Bravoxin 10)® 400 400 2,30
(IBR Rispoval 4)% 4822 4822 27,72
(Bovilis IBR/BVD)? 40 40 0,23
(Rispoval Pasteurella)® 30 30 0,17
(Ovilis Enzovax)® 456 456 2,62
(Syvazul)® 1100 1100 6,32
(Heptavac P Plus)® 144 640 784 4,51
(Leptavoid H)® 15 15 0,09
(Spirovac L5)® 160 160 0,92
(Coxevac)® 90 90 0,52
Total 10631 6672 90 17393 100,00

Legenda: Fi — Frequéncia absoluta; Fr — Frequéncia Relativa

1.1.1.3 Desparasitacao

As parasitoses constituem um problema sanitario sério nas exploracoes
pecuarias devido aos prejuizos associados. O fato de ndo apresentarem sinais clinicos
alarmantes, promovendo, em muitos casos, somente prostracao e fragilidade do efetivo,
pode conduzir a reducdo da producdo dos animais, tanto adultos como jovens. Os
parasitas distinguem-se comummente em endoparasitas e ectoparasitas. Os
endoparasitas mais importantes sdo 0s gastrointestinais pertencentes a classe dos
nematodes e a contaminagdo ocorre devido a ingestdo de larvas existentes nos pastos
contaminados, onde alguns fatores predisponentes sdo 0 excesso de humidade, animais
jovens em contacto com animais adultos e a sobrelotagdo dos pastos. Os parasitas
externos séo aqueles que invadem a pele ou o pelo dos animais. Estes podem causar
irritacdo da pele, mas também provocar doencas. Os mais encontrados sdo os artrépodes
pertencentes & ordem Ixodida como as carragas, Siphonaptera como as pulgas e
Phthiraptera como os piolhos. Durante o estagio, o desparasitante mais utilizado em
bovinos foi Virbamec (Ivermetina 10mg) em 23,92% dos casos, estando indicado no
tratamento e controlo de endoparasitas como nemétodes gastrointestinais, filarias
cutaneas, nomeadamente a Parafilaria bovicola e parasitas pulmonares como

Dictyocaulus viviparus, mas também, de ectoparasitas, particularmente larvas de
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moscas, pilhos, &caros e carracas dos bovinos tropicais. Em segundo lugar, o mais
utilizado foi Virbamec F, representando 15,89% dos casos (lvermectina 10mg +
Closulon 100mg/ml), que para além do tratamento e controlo ja referido, este contempla
o controlo da Fasciolose por Fasciola hepatica. Por ultimo, a administracdo de Ivomec,
Ivermectina Merial a 1 %, representou apenas 8,56% dos casos, sendo frequentemente
usado no tratamento e controlo dos principais parasitas internos e externos dos bovinos.
Em ovinos o desparasitante mais utilizado foi Seponver Plus — suspensdo oral
(Closantel 50mg + Mebendazol 75mg) em 44,50% dos casos, este desparasitante esta
indicado no tratamento e controlo de trematdédes e nematodes gastrointestinais e
pulmonares, assim como no tratamento de céstodes e alguns artrépodes. Outros também
foram administrados, mas com menor frequéncia sendo exemplos: Animec super
(3,42%), Ivertin (3,16%) e Clormec (0,55%) (Tabela 5).

Tabela 5 - Distribuicdo dos casos acompanhados de desparasitacédo

Bovinos Ovinos Fi Fr (%)
Virbamec 3024 3024 23,92
Virbamec f 2009 2009 15,89
Ivomec 482 600 1082 8,56
Animec Super 432 432 3,42
Seponver plus 5626 5626 44,50
Ivertin 400 400 3,16
Clormec 70 70 0,55
Total 5585 7058 12643 100,00

Legenda: Fi — Frequéncia absoluta; Fr — Frequéncia Relativa

1.1.1.4 Rastreio Anual

A Organizagdo Mundial da Saude Animal (OIE), é uma organizacdo
intergovernamental que tem como principal objetivo coordenar e incentivar a
elaboracdo de normas sanitarias para o controlo das epizootias. Esta possui uma lista de
doencas de declaracdo obrigatoria que sdo consideradas zoonoses perigosas. Algumas
delas estdo apresentadas na Tabela 6, e apds andlise, a maioria dos casos (42,55%)
pertencem a bovinos e ovinos com o rastreio anual para brucelose, seguidos de 36,82%

para tuberculose em bovinos e por ultimo o rastreio para a Leucose Enzodtica Bovina
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(LEB), representando 20,63% dos casos. Como resultado das medidas sanitarias
aplicadas, a situacdo epidemioldgica do pais foi evoluindo favoravelmente, e no que
respeita & LEB, na publica¢do da Decisdo da Comissdo 2012/204/EU de 19 de Abril de
2012, os distritos das Regides de Lisboa e Vale do Tejo, do Centro e do Norte — exceto
a Divisdo de Intervencdo Veterinaria (DIV) do Porto, foram consideradas oficialmente
indemnes LEB. No entanto, de forma a manter este estatuto, sera necessario continuar a
implementacdo de medidas de vigilancia. Neste sentido, devera obedecer-se aos
requisitos estipulados na Diretiva do Conselho 64/432/CEE de 26 de Junho de 1964
para que “Todos os animais com idade superior a 24 meses sejam serologicamente
controlados uma vez durante 0s primeiros cinco anos, apos a regiao ter obtido o estatuto

oficialmente indemne”. Direccdo - Geral de Alimentacdo Veterinaria (DGAV, 2012)

Tabela 6 — Distribuicdo dos casos acompanhados de rastreio anual

Bovinos Ovinos Fi Fr (%)
Brucelose 7025 1094 8119 42,55
Leucose Enzoodtica Bovina 3936 3936 20,63
Tuberculose 7025 7025 36,82
Total 17986 1094 19080 100,00

Legenda: Fi — Frequéncia absoluta; Fr — Frequéncia Relativa

1.1.1.5 Testes de Pré-Movimentacdo Animal

Os testes de pré-movimentacdo animal séo testes obrigatorios para brucelose e
tuberculose efetuados aos bovinos com mais de 12 meses de idade, nos 30 dias
anteriores a sua movimentacdo. Os animais s6 poderdo sair da exploracdo apos a
obtencdo de resultados negativos nos testes de diagndstico e respetiva colocacdo da
informagdo nos passaportes. Durante o estagio acompanhei TPM de 1681 bovinos
(100%) (Tabela 7).

Tabela 7 - Distribuicdo dos casos acompanhados em TPM

Bovinos Fi Fr (%)
TPM 1681 1681 100,00
Total 1681 1681 100,00

Legenda: Fi — Frequéncia absoluta; Fr — Frequéncia Relativa; TPM - testes de pré-
movimentagéo
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1.1.1.6 Reproducao

A reproducdo é uma especialidade da &rea da medicina veterindria que nos
ultimos tempos tem assumido um papel muito importante, ndo s6 para os médicos
veterinarios, como e, principalmente para os produtores que hoje Ihe conferem maior
importancia. O fator econémico tem sido uma das principais causas para 0 Seu
crescimento, pois com a alteracdo do sistema de quotas pagas ao produtor por vacas
aleitantes, os produtores comecaram a preocupar-se cada vez mais em saber quais 0s
animais dentro do efetivo que se encontram gestantes e qual o intervalo entre partos dos
mesmos, de forma a conseguir uma produtividade maior e mais equilibrada,
promovendo maior sustentabilidade da pecuaria.

Da reproducao fazem parte alguns exames complementares de diagndstico,
gue em anélise da Tabela 8 se podem verificar. O diagnostico de gestacdo por palpacédo
transretal, bem como ecografia transretal ocupou 86,38 % dos casos observados. Com
10,37 % seguiram-se 0s exames androldgicos a touros e carneiros, de forma a avaliar a
integridade e qualidade reprodutiva dos mesmos, seguindo-se o diagndstico através de
kit rapido visual de gestacdo (IDEXX) que ocupou 3,87%. IDEXX é um teste rapido de
detecdo da gestacdo. Trata-se de um imunoensaio que permite a detetar se um animal
esta gestante a partir de sangue total (EDTA) ou soro. Em ultimo lugar, 3,25% dos
casos foram ocupados pela sincronizacdo de cios em bovinos através da aplicacdo de
prostaglandinas (PGF,,), homeadamente cloprostenol, que € um analogo sintético da
PGF,, sob a forma injetavel e buserelina, um analogo sintético da hormona

hipotaldamica de gonadotrofina (GnRH).

Tabela 8 - Distribuicdo dos casos acompanhados em reprodugéo

Bovinos Ovinos Fi Fr (%)
DG com Kit rapido 88 88 3,87
DG por ecografia transretal 514 1452 1966 86,38
Sincronizagéo de cio 74 0 74 3,25
Exames androldgicos 51 185 236 10,37
Total 639 1637 2276 100,00

Legenda: DG- Diagnéstico de Gestagdo; Fi - Frequéncia absoluta; Fr - Frequéncia
relativa
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1.1.1.7 Identificacdo de Animais

De acordo com o Regulamento (CE) n.° 1560/2007 do Conselho, a identificacéo
eletronica de ovinos passou a ser obrigatoria para 0s animais nascidos a partir de 31 de
Dezembro de 2009. Sendo o principal objetivo da identificacdo eletronica a
rastreabilidade, isto é, a capacidade de detetar a origem e de seguir o rasto de um animal
ao longo de todas as fases da producdo, transformacdo e distribuicdo. As regras
referentes a identificacdo dos animais das espécies ovina e caprina sdo fixas pelo
Despacho n.° 6635/2011, que pode ser encontrado no Anexo 1. Este Despacho
determina que 0s ovinos e caprinos, no territorio nacional, para além da marca auricular
convencional, devem ser identificados com um bolo reticular. Os designados “kits
eletronicos” que sdo constituidos por um brinco convencional, de cor salmdo ou verde
na parte macho e amarelo na parte fémea (aplicados no pavilhdo auricular esquerdo) e
bolo reticular com 0 mesmo codigo do brinco convencional. Os animais deverdo ser
identificados com estes “kits eletrénicos” até aos 9 meses apds o nascimento. Este

procedimento alcangou 79,89% dos casos (Tabela 9).

Em caso de perda ou ilegibilidade da marca auricular convencional s&o
utilizados os denominados meios de identificacdo de substituicdo (brincos SIA de cor
vermelha e cor-de-laranja que tém por objetivo reidentificar o animal, fazendo uma

associacdo do novo brinco com o bolo reticular em 20,11% dos casos (Tabela 9).

Por outro lado, embora ndo tenha realizado tal procedimento, a identificacdo de
animais em bovinos consiste na colocacdo de marcas auriculares oficiais aplicadas em
cada orelha com o mesmo numero de identificacdo, antes dos 20 dias ap6s o

nascimento.

Tabela 9 - Distribuicdo dos casos acompanhados em identificacdo de animais

Ovinos Fi Fr (%)
Kits electrénicos 1251 1251 79,89
Identificacdo de substitui¢éo 315 315 20,11
Total 1566 1566 100,00

Legenda: Fi — Frequéncia absoluta; Fr — Frequéncia Relativa
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1.1.1.8 Clinica Médica

A clinica médica consiste num conjunto de especialidades médicas, com as
quais o veterinario se depara em urgéncia no seu dia-a-dia. Dentro da clinica médica, 0s
casos acompanhados durante o estagio com maior frequéncia pertencem as areas da
reproducdo, neonatologia e obstetricia, mais concretamente, com 25,25% dos casos,
seguindo-se as doencas parasitarias com 22,73 % e a gastroenterologia com 15,15 %
como se verifica na Tabela 10.

Na area da reproducdo, neonatologia e obstetricia foram acompanhados 48
casos em bovinos, dos quais 17 foram partos, 4 cesarianas, 4 casos de prolapso uterino,
6 fetotomias, 5 retencdes placentérias, 1 caso de piémetra, 1 mamite e 9 casos de vaca
caida pos-parto por lesdo do nervo obturador. Foi também observado um touro de raca
Alentejana cujos sinais clinicos foram determinantes no diagndstico final de postite. As
doencas reprodutivas sdo muito frequentes na clinica de campo e a maior parte delas
surge devido ao parto, ou com fatores relacionados ao parto. A retencdo placentéria
apo6s o parto é um fator muito predisponente no desencadeamento de metrite e/ou
pidmetra; ja o prolapso uterino, bem como as lesdes do nervo obturador sdo também
uma consequéncia do esforco da mae no momento do parto. Em ovinos, observou-se
apenas um caso de fetotomia.

Quanto as doencas infeto-contagiosas bacterianas e parasitarias, presenciaram-
se 45 casos. Em ovinos foram observados 25 casos de peeira, causadas pelas bactérias
Fusobacterium necrophorum e Dichelobacter nodosos. Quinze doencas parasitarias
em bovinos originadas pelo parasita Besnoitia besnoiti, doenca designadas de
Besnoitiose bovina e trés casos de anaplasmose causada pelo Anaplasma marginale e
uma rickettsia intra-eritrocitaria, transmitida por insetos hematéfagos, que comummente
se diagndstica pela observagdo de sinais clinicos e pela dete¢cdo do microrganismo no
sangue ou anticorpos no soro. A gastroenterologia representou uma frequéncia relativa
de 15,15%, verificando-se 4 doencas diferentes, sendo a mais prevalente a diarreia
neonatal que corresponde a 15 casos. Foram também acompanhados 6 casos de
indigestdo em bovinos, 1 caso de cdlica intestinal em equino e 2 casos de timpanismo
gasoso em bovinos.

No campo dos abcessos, feridas e corpos estranhos, a actinomicose foi a doenga

que mais se observou em bovinos, representando 5 casos. Esta patologia infeto-
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contagiosa provocada pela bactéria Actinomyces bovis, acomete principalmente
ruminantes, podendo ser transmitidas aos humanos e caracteriza-se pela presenca de
lesdo granulomatosa e supurativa localizada na maxila ou na mandibula. Em equinos
foram acompanhados 3 casos de feridas de origem traumatica nos membros e um caso
de abcesso de casco no membro anterior direito.

A medicina dentaria em equinos ou dentisteria € uma area da medicina
veterinaria com pouca expressdo em Portugal, apesar da grande relevancia que
representa para a saude e bem-estar do cavalo. A saide oral influencia tanto a condicao
corporal como a performance desportiva do animal. Nesta area assistiu-se a consulta de
4 cavalos, todos do sexo masculino, com idades compreendidas entre 1 e 18 anos e
pertencentes a raca Lusitana.

Por fim, foi concedida a oportunidade de assistir e colaborar na realizacdo de
29 necropsias, das quais 23 em bovinos, 3 em ovinos, uma em caprinos, 2 em suinos e

ainda 7 eutanasias em bovinos.

Tabela 10 - Distribuicdo dos casos acompanhados em clinica médica

Bovinos Ovinos Equinos Caprinos Suinos Fi  FR (%)

Reprodugéo, 49 1 50 25,25

Neonatologia,
Obstetricia

Infecbes, Feridas, 6 4 10 5,05
CE, Abcessos

Oftalmologia 16 16 8,08
Pneumologia 6 1 7 3,54
Gastroenterologia 30 30 15,15
Doencas Parasitarias e 18 25 2 45 22,73
Bacterianas

Dentisteria 4 4 2,02
Necropsia 23 3 1 2 29 14,65
Eutanésia 7 7 3,54
Total 155 29 9 1 4 198 100,00

Legenda: Fi — Frequéncia absoluta; Fr — Frequéncia Relativa
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CAPITULO II- Monografia: Besnoitiose Bovina
2.1 Introducao

A Besnoitiose bovina foi reconhecida como doenca por Cadéac, em Franca, em
1884, sendo-lhe atribuida a designacdo de elefantiase ou anasarca dos bovinos (Cadeac
1884). Em 1912, confirmou-se a sua etiologia parasitaria, com a identificacdo de
grandes e numerosos quistos de bradizoitos na derme de bovinos (Besnoit & Robin
1912). Nesta altura, a doenga foi denominada de sarcosporidiose cutanea. Mais tarde
surgiram trabalhos sobre a sua distribuicdo noutras regiées, nomeadamente em Portugal,
sendo a descricdo portuguesa a primeira a considerar as implicacdes econdémicas da
Besnoitiose bovina na produgéo animal. (Franco & Borges 1915).

Em 1915, Enrico Franco e lldefonso Borges publicaram um extenso trabalho
que resumia 30 anos de investigacdo sobre a Besnoitiose bovina (Franco & Borges,
1915). Neste trabalho foram descritas importantes observacGes sobre a doenga em
Portugal, as suas manifestacGes clinicas, 0 quisto parasitario e a rea¢do do hospedeiro a
presenca do quisto na pele, denominado por “tecido de reagdo peri-quistico” (llustragéo
1). Franco e Borges propuseram, igualmente, a inclusdo deste parasita num novo
género, Besnoitia, denominando-se assim o parasita por Besnoitia besnoiti (B. besnoiti)
(Marotel, 1912)

zone hyaline ou anhiste
= capsule

membrane intermédiaire
= cellule héte

— membrane interne
. = vacuole

_—-— couche externe
fibrocellulaire E

llustracdo 1 - Quisto de Besnoitia besnoiti. A: Quistos com bradizoitos observados a partir de
uma amostra cutdnea de uma animal em fase de esclerodermia (x100); B: Esquema de um
quisto de B. besnoiti (Fouquet, 2009).
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Besnoitia besnoiti é o parasita intracelular obrigatorio responsavel pela
Besnoitiose bovina. E um protozoario Apicomplexa pertencente ao grupo das coccideas
formadoras de quistos que apresenta semelhangas morfoldgicas e genéticas com o0s
géneros Toxoplasma, Neospora e Sarcocystis (Diesing et al., 1988; Jacquiet et al.,
2010).

Muitas sdo as espécies animais que sdo experimentalmente suscetiveis a infecéo,
nomeadamente gerbilos (Shkap et al., 2002), ratos (Schares et al., 2009), coelhos,
ovelhas e cabras (Pols 1960) no entanto, os bovinos, e possivelmente algumas espécies
de antilopes, sdo os Unicos hospedeiros naturais conhecidos (Ellis et al., 2000; Jacquiet
etal., 2010).

Segundo Bigalke (1968) apenas foi possivel confirmar o estabelecimento de
infecBes subclinicas através de tabanideos, glossinas e moscas de estabulo. Apesar
disso, a transmissao mecanica através de insetos hematdéfagos tem sido sugerida com
base na localizacdo cutanea dos quistos e na maior incidéncia da doenca nos meses de

verdo, quando os artrépodes sao mais ativos.

Este parasita pode afetar todas as racas e idades podendo levar a substanciais
perdas econdmicas como resultado da reducdo da producdo de leite e de carne,
infertilidade nos touros, destruicdo da pele, abate prematuro e morte.

Os sinais clinicos podem ocorrer na fase aguda, sendo exemplos, febre, anorexia,
descargas nasais e oculares, taquicardia, taquipneia, salivacdo, edema subcutaneo e
orquites, ou durante a fase cronica da infecdo manifestando-se em espessamento e
endurecimento da pele, hiperqueratose, alopécia e visualizagdo macroscopica de quistos
nos tecidos da conjuntiva escleral e mucosa genital (Bigalke, 1968). Contudo, segundo
Fernandez et al., (2009) e Jacquiet, et al., (2010) estima-se que menos de 1/3 dos
animais infetados desenvolvam sinais clinicos. Assim, animais subclinicos infetados séo
considerados epidemiologicamente importantes, apesar de passarem despercebidos no

rebanho, podem constituir uma fonte de infecdo.

A inexisténcia de tratamento e de vacinas seguras e eficazes, 0 desconhecimento
do seu ciclo de vida, bem como a baixa consciencializagdo de médicos veterinarios
(MV) e produtores para esta doenca, dificultam a implementacdo de estratégias de

prevencdo e controlo (Cortes et al., 2007; Shkap et al., 1987).
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2.2 Reviséo bibliografica

2.2.1 Besnoitia Besnoiti: Ciclo de Vida

Besnoitia besnoiti é classificada de acordo com Eckert et al. (1992), no reino
animal, sub-reino Protozoa, filo Apicomplexa, classe Sporozoea, subclasse Coccidia e
ordem Eucoccidiida, pertencendo a familia Toxoplasmatidae, tal como acontece com 0s
géneros Toxoplasma, Neospora e Hammondia, responsaveis por graves morbilidades no
homem e em muitas espécies de animais domésticos e silvestres. Segundo Authority
European Food Safety (2010), o género Besnoitia compreendia nove espécies (B.
besnoiti, B. benetti, B. jellisoni, B. wallacei, B. tarandii, B. darling, B. caprae, B.
akadoni, B. oryctofeli. Nesse ano, Dubey e Yabsley (2010), num trabalho desenvolvido
a partir de Southern Plains Woodrat (Neotoma micropus), um roedor existente no
México e Estados Unidos da América, descreveram uma nova espécie do género
Besnoitia, B. neotomofelis tendo demonstrado que o hospedeiro definitivo é o gato.

Suspeita-se que tanto B. besnoiti, como outras coccideas formadoras de quistos,
tenham um ciclo de vida indireto (llustracdo 2), sendo os carnivoros considerados
hospedeiros definitivos, e gado e bovinos selvagens (ex: antilopes) representam 0s
hospedeiros intermediarios. No entanto, o ciclo completo de B. besnoiti continua
desconhecido, e o seu hospedeiro definitivo permanece por identificar. (Diesing et al.,
1988 e Rommel 1975) citado por Basso et al. (2011).

De todas as espécies de Besnoitia, apenas os ciclos de vida de B. darlingi, B.
wallacei, B. oryctofelisi e B. neotomofelis sdo conhecidos, sendo o gato o seu
hospedeiro definitivo (Dubey et al., 2003; Dubey e Yabsley, 2010; Smith e Frenkel,
1977) citado por Basso et al. (2011). Para as restantes espécies de Besnoitia, B. bennetti,
B. jellisoni, B. caprae, B. tarandi e B. akodoni, incluindo B. besnoiti o hospedeiro
definitivo mantém-se desconhecido (Dubey et al.,2003) citado por Basso et al. (2011).

Passado mais de um século ap6s o reconhecimento dos primeiros casos clinicos,
muito pouco se sabe sobre 0 modo de transmissdo da doenca (Cadeac 1884). Peteshev et
al. (1974), tendo alimentado gatos com tecidos de bovinos infetados com B. besnoiti e
encontrado oocistos nas fezes, sugeriram serem o gato doméstico (Felis catus) e o gato
selvagem africano (Felis libyca) os hospedeiros definitivos de B. besnoiti. Contudo,

dada a ndo repetibilidade destes resultados e a divida sobre o estado higio-sanitario dos
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gatos utilizados, permanece o desconhecimento sobre o hospedeiro definitivo de B.

besnoiti.

Hospedeiro definitivo
(Ciclo sexuado)

Hospedeiro intermediario )
(Ciclo assexual)
 Faseaguda Ingestio de
(Proliferacdo de taquizoitos) 5 tecidos com Excrecio de
U quistos oocistos
>y
v U4
i
Ingestdo de e
Fase cronica oocistos
(quistos de bradizoitos nos tecidos)
S - 3 ?
Ny S y i :
& f,g—“‘.f"\ -
")é\’:, / y & :
o= - i s

= J / \ Transmissao direta de vaca $ bt
S § e para vaca por contato proximo Reservatrios selvagens

- - . Ex: acasalamento natural
Transmissdo mecanica por insectos

mordednres

e Tl e
“

TRENDS n Pamzaoiogy

llustracéo 2 - Ciclo de vida e transmissdo de B. besnoiti num bovino. Fonte: Alvarez et al.
(2013)

2.2.2 Epidemiologia

Bigalke (1960) e Marsh et al. (1998) descrevem que a altura do ano onde
ocorrem a maioria dos casos de Besnoitiose é nos meses de verdo, 0 que por ser a altura
em que as temperaturas estdo mais altas, e consequente maior densidade populacional
de insetos hemat6fagos, parece evidenciar a importancia dos vetores mecanicos na
propagacdo de Besnoitia entre os bovinos (Pols,1960).

Bigalke (1960) demonstrou através de trabalhos experimentais, esta
possibilidade para Glossina brevipalpis, Tabanus dentricornis, T. taenicola, Stomoxys
spp., Siphona e Haematobia (Bigalke, 1968) permanecendo, no entanto, desconhecido
se outros artropodes o podem veicular, nomeadamente alguns membros da familia

Ixodidae.
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A transmissdo iatrogenica do parasita pela utilizacdo de agulhas hipodérmicas
estd igualmente comprovada e é também de extrema importancia epidemioldgica,
nomeadamente aquando da aplicacdo de protocolos de vacinagéo e desparasitacdo, bem
como da tuberculinizacdo, no decurso de acbes de luta contra as zoonoses (Bigalke,
1968).

2.2.3 Distribuicdo geogréafica da Besnoitiose Bovina

Apesar de a sua etiologia ter sido estabelecida pela primeira vez na Europa
(Besnoit e Robin, 1912), foi em Africa, no Médio Oriente e na Asia, as regides onde a
Besnoitiose bovina foi considerada prevalente durante véarias décadas (Pols 1960). A
primeira referéncia de Besnoitiose bovina no continente africano surgiu em 1941
(Hofmeyr, 1945). Varias comunicacdes pessoais surgem na bibliografia, onde se
assinala a ocorréncia da doenca na Africa do Sul, na Nigéria e no Suddo. Nas antigas
Provincias Ultramarinas Portuguesas sdo conhecidos vérios trabalhos (Ferreira et al.,
1982; Ferreira & Dias, 1984; Ferreira, 1985) na sequéncia da observacdo de casos de
Besnoitiose bovina em Mocambique. Da Asia surgiram, igualmente, comunicacdes
cientificas que referem a doenca no Kazaquistdo. No Médio Oriente sdo conhecidos
casos de Besnoitiose bovina em Israel, distribuindo-se por todo o pais, 0 que despoletou
a investigacao da doenca e do seu agente por Shkap et al. (1995).

2.2.4 Distribuicao geogréfica da Besnoitiose Bovina na Europa

Em Portugal, as primeiras descricbes datam de 1885 (Franco e Borges, 1915),
reaparecendo novamente em 1949 (Leitdo 1949), onde é referido o aparecimento desta
doenca nos matadouros e as consequentes reprovacdes totais dai resultantes. No entanto,
apos um longo periodo sem registo de novos casos, a Besnoitiose bovina foi novamente
diagnosticada no final da década de 80, no Alentejo, numa clinica de campo, situada em
Montemor-o-Novo por Malta e Silva (1991). Desde ai, foram identificados inimeros
novos casos da doenca nesta regido, onde até ao momento parece estar circunscrita,
alastrando por exploragdes onde ndo ha registos anteriores de animais com 0s

caracteristicos sinais clinicos (Caeiro et al., 2001).
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Noutros paises da Europa verificou-se um padrdo de expansdo e aumento de
igual incidéncia, o que motivou a sua classificagdo como doenca emergente pela
Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA, 2010).

2.2.5 Transmissao

Em condigBes naturais, o modo da transmissdo da Besnoitiose bovina é
desconhecido. A transmissdo através de um vetor mecéanico artropode ou de um vetor
bioldgico tem sido frequentemente implicada como o mecanismo mais provavel. No
entanto, ndo existe evidéncia suficiente para rejeitar outras hipoteses de transmissao,

quer diretas, quer indiretas (llustracéo 3).

2.2.5.1 Hipotese da transmisséo direta

Transmissiao

‘Imediata (sexual)

Horizontal

Direta

Vertical

Veiculo
inanimado
(1atrogénica)

Indireta

Vector mecanico
(artropodes)

Vector biologico

Veiculo ammmado

Répteis

llustracdo 3 - Hipoteses da transmissdo direta e indireta de B.besnoiti. Fonte: (H. M.
Waap 2015).

29



Clarisse Maria Cravidéo | Besnoitiose Bovina

A transmissdo direta, caracteriza-se por um mecanismo de transferéncia entre os
animais infetados e suscetiveis, na auséncia de um veiculo ou vetor e que pressupde que
0 agente causador da doenca seja transmitido por contégio. Esta forma de transmissao
pode dar-se por via horizontal, de maneira imediata ou mediata, ou verticalmente, de
mée para filho, por via transplacentaria ou durante o parto. Na transmissdo imediata,
existe contacto fisico entre a fonte primaria de infecdo e o novo hospedeiro, por
exemplo, no caso das doengas sexualmente transmissiveis. O mecanismo de transmissdo
é mediato, quando os agentes patogénicos sdo transferidos para os animais suscetiveis
através do contacto com as secre¢des ou excrecdes dos animais infetados, por via oral,
fecal-oral, conjuntival, cutanea ou por inalagdo. No ambito da Besnoitiose bovina, a
transmissao por contacto fisico é pouco provavel, especialmente devido ao seu caracter
sazonal. A exposicdo das formas infetantes contidas nos quistos, embora seja possivel
por rotura espontanea dos quistos ou através de solucdes de continuidade da pele ou
mucosas, nao parece ser suficiente para justificar a elevada prevaléncia frequentemente
encontrada nas exploracdes. A transmissao por via sexual tem sido rejeitada por varios
autores, por nao ter sido nunca demonstrada e em particular porque a doenca também

ocorre em exploragdes que utilizam a inseminacdo artificial.

2.2.5.2 Hipotese da transmissao indireta

A transmissdo indireta implica a transferéncia dos agentes patogénicos para 0s
hospedeiros suscetiveis, acontecendo por meio de um veiculo animado ou inanimado.
Para que esta forma de transmissdo seja possivel, ¢ fundamental que os agentes
consigam sobreviver fora do organismo do hospedeiro durante um determinado periodo
de tempo e que o veiculo seja capaz de assegurar a sobrevivéncia do agente. A
transmissdo por meio de um veiculo animado pode ocorrer através de um vetor
artropode, bioldgico ou mecanico, ou ser mediada por um ciclo de vida integrando
hospedeiros intermediarios e definitivos, vertebrados e/ou invertebrados. A transmissao
através de um veiculo inanimado, denomina-se transmissao iatrogénica, resultando do
préprio ato médico, que ocorre frequentemente atraves da reutilizacdo de agulhas

contaminadas.
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Para testar a hipoOtese de transmissdo indireta de B. besnoiti foram realizados
inimeros estudos de infecdo experimental por via entérica e parentérica, utilizando os

estadios conhecidos do parasita, os taquizoitos e bradizoitos.

2.2.5.3 Primeiros ensaios de infecdo experimental

Os primeiros ensaios de infecdo experimental realizados na tentativa de
transmitir a doenca através parasitas cutaneos, foram conduzidos por Besnoit e Robin,
1912 que tentaram transmitir B. besnoiti aos animais, injetando quistos por via
subcutanea, mas sem sucesso (Pols 1960).

Franco e Borges (1916) falharam, quando repetiram o0 mesmo trabalho em ratos,

administrando quistos infetados por via oral e subcutanea (Pols 1960).

Cullié e Chelle & Berlureau (1936) levaram a cabo o que aparentemente seria
uma transmissdo bem-sucedida da doenca, administrando uma suspenséo do quisto por
via intravenosa num touro que desenvolveu febre 15 dias depois.
No entanto, omitiram os exames relativos as se¢fes cutaneas realizadas posteriormente,
0 que ndo permitiu concluir o sucesso na transmissao de infecao.

Mais tarde, em 1953, Pols (1960) reproduziu os trabalhos de Cullié et al.
(1936), usando amostras de pele de gado fortemente parasitadas. As amostras foram
suspensas numa solucdo salina e posteriormente misturadas num liquidificador,
revelando a presenca de inUmeros esporos moveis. Foi entdo administrado, sob a forma
de uma suspensdo opaca, 0 inoculo em dois touros por via intravenosa e por via
subcutanea noutros dois recetores na proporcdo 5mi/50kg PV, tendo sido também
implantando no flanco de um bovino, uma amostra de tecido conjuntivo infetado com
quistos de B. besnoiti. Foram registadas as temperaturas corporais dos cinco recetores,
duas vezes ao dia, durante um periodo de dois meses, seguindo-se uma inspecéo visual
de mais dois meses. Em nenhum momento foi detetada qualquer evidéncia clinica de
Besnoitiose bovina. Tal como Cullié e Chelle (1936), Pols (1960) omitiu ter examinado
seccOes de pele para detetar quistos parasitados, e, portanto, ndo se concluiu se ocorreu

ou ndo uma infecéo subclinica.
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2.2.6 Factores de Risco
2.2.6.1 Sazonalidade

Na Africa do Sul a maioria dos novos casos ocorre nos meses de maior calor e
humidade (Bilgake, 1981). Com base em observacdes limitadas de dois surtos na
Europa, verificou-se que o surgimento dos sinais clinicos coincide com o verdo, altura
em que as manadas compartilnam as pastagens (Alzieu, 2007; Fernandez et al., (2009)
e quando os artropodes estdo mais ativos. Os métodos de maneio tradicionais, como a
transumancia, ou seja, 0 pastoreio conjunto de animais de diferentes exploragdes, nos
periodos de maior atividade dos vetores, podem contribuir para a disseminacdo da

doenca.

2.2.6.2 Raca

Todas as racas de bovinos sdo suscetiveis ao aparecimento de B. besnoiti. No sul
de Africa a maioria dos casos ocorre no Bos indicus, que é a espécie bovina mais
comum da regido endémica (R. Bilgake 1981). A infecdo foi descrita tanto em bovinos

de leite como em bovinos de carne e nas mais variadas racas.

2.2.6.3 Idade

Bigalke (1981) relatou que existe uma relacdo entre a idade do animal e a
epidemiologia da doenca. Neste relato, o aumento estatisticamente significativo na
seroprevaléncia e morbilidade, evidenciada pelos sinais clinicos tipicos, foi associada a
idade. A elevada incidéncia da infecdo foi detetada em animais adultos de uma
exploracdo onde a doenca estava presente, no entanto, raramente foi detetada em
animais com menos de seis meses de idade. A incidéncia da doenga é muito baixa nos
animais com menos de um ano e praticamente ausente nos vitelos antes do desmame.
Apenas Bigalke e Schoeman (1967), citados por Bigalke (1968), diagnosticaram a
infecdo em dois animais com 4 meses de idade. A transferéncia passiva de anticorpos
através do colostro das mdes para os filhos poderd contribuir para explicar este
fendomeno (Shkap et al., 1994). Contrastando com a maior seroprevaléncia nos animais
mais velhos, na Africa do Sul, Bigalke (1968) observou que a incidéncia clinica da

doencga era mais elevada nos animais com 3-6 anos.
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2.2.6.4 Movimento animal

Os bovinos na fase cronica, ao albergar um enorme ndmero de quistos, sdo
considerados um reservatorio e uma fonte de infecdo. Um dos fatores de risco mais
importantes para a manifestagdo da Besnoitiose bovina parece ser a introducdo de
animais infetados na exploracdo. Os primeiros casos reportados na Alemanha
(Mehlhorn et al., 2009), Italia (Agosti et al., 1994), Suica (Lesser et al., 2012), Hungria
(Hornok et al., 2014) e Croacia (Beck, 2013) foram associados a importacdo de animais
com infe¢des subclinicas de Franca. Bigalke (1968) referiu que a introducdo de apenas
alguns animais infetados numa exploracdo indemne, era suficiente para causar a
disseminacéo da infecdo. Nos surtos de Besnoitiose bovina, verificou-se que em menos
de trés anos o parasita se propaga praticamente a todo o efetivo (Fernandez-Garcia et
al., 2010; Rostaher et al., 2010). Por outro lado, os animais negativos introduzidos
numa exploracdo infetada podem desenvolver doenca grave e fatal e servir de
multiplicadores do parasita (Cortes et al., 2005). A doenca é raramente encontrada nas
exploragdes vizinhas, possivelmente devido ao curto tempo de sobrevivéncia do parasita
no vetor e porque a distdncia € um fator limitante para a transmissdo através de
artropodes (Bigalke, 1968).

2.2.7 Sinais Clinicos

Os sinais tipicos de Besnoitiose bovina manifestam-se em duas fases distintas: a
fase aguda de anasarca associada a proliferacdo dos endozoitos de B. besnoiti e a fase
cronica de esclerodermia, associada a formacdo de quistos. As infecdes inaparentes,
acompanhadas apenas de ligeira hipertermia e diminuicdo do apetite, representam a

maioria dos casos no campo.

2.2.7.1 Fase Aguda

A febre é o primeiro sinal clinico. A temperatura rectal pode atingir 40-42°C e
manter-se durante 2 a 10 dias, estando associada a multiplicacdo dos taquizoitos. As
manifestacdes clinicas da doenca sdo geralmente precedidas de um periodo de
incubacédo curto, de 6-10 dias. Bigalke (1968) referiu um periodo de incuba¢do médio
de 13 dias apos infecdo experimental com insetos hematdfagos.
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Basson, et al. (1970) observaram que durante esta fase, as alteragdes
degenerativas e necrdticas provocadas por B. besnoiti, sdo as mais frequentes, seguindo-
se vasculite e trombose, em especial nas pequenas e médias veias, como também em
algumas artérias. Estas alteraces sdo responsaveis pelos edemas, alteracdes
degenerativas e mesmo enfarte, com maior incidéncia nos testiculos e pele. A piréxia
faz-se acompanhar de inapeténcia progressiva, com anorexia completa nos casos mais
graves e consequente perda de peso. Os animais apresentam relutancia ao movimento,
dando preferéncia ao decubito. Na fase aguda, os animais apresentam fotofobia,
corrimento nasal, epifora, paragem de ruminacao e aumento da frequéncia cardiaca bem
como respiratoria, podendo também ocorrer abortos. A existéncia de sinais inespecificos
torna o diagnostico dificil, podendo a doenca ser confundida com doenga respiratoria
bovina, febre catarral maligna, erlichiose, babesiose, fotossensibilidade aguda e
insuficiéncia cardiaca, devido a acumulacéo de liquidos nos membros e regides ventrais
(Bigalke & Prozesky, 2004; Alzieu et al., 2007). Poucos dias depois do aumento da
temperatura, especialmente nos animais de pelagem clara, observa-se hiperémia do
focinho, pele periorbital e escroto. Os edemas surgem com a progressdo da doenca,
podendo sofrer variacdes, desde a ligeira tumefacdo do focinho, espessamento das
pregas de pele do pescogo, dorso e torax, até ao edema generalizado (anasarca). A pele
dos animais dos animais encontra-se quente, espessa e dolorosa a palpacdo. Nas fémeas
observa-se congestdo do Ubere e tetos e nos machos, orquites dolorosas, acompanhadas
de infertilidade transitoria ou definitiva. Os animais podem sucumbir nesta fase. Os
sinais agudos passam muitas vezes despercebidos no campo. A transicdo para a
cronicidade pode acontecer de forma abrupta, com o desaparecimento dos sinais agudos

por volta da terceira semana (Tabela 11).
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Tabela 11- Cronologia do aparecimento dos sinais clinicos da fase aguda e da fase cronica.
Fonte: Bilgake, 1981.

Fase Sinais clinicos Dias pos-infecao

Aguda Pirexia 3
Inapeténcia 3
Polipneia 3
Hiperémia do focinho 4
Astenia dos quartos posteriores 6
Anasarca 7
Temperatura normal 14
Necrose da pele 21
Desaparecimento da anasarca 23

Cronica Alopécia 25
Esclerodermia 25-35
Linfadenopatia 29
Quistos visiveis na conjuntiva da esclera 36

2.2.7.2. Fase Cronica

A fase crénica corresponde a fase de formacdo de quistos, preferencialmente no
tecido conjuntivo, sobretudo na derme, trato respiratério superior, vasos sanguineos,
aponevroses e periosteo. Estes quistos comegam a ser visiveis na conjuntiva da esclera,
mucosa nasal e vulvar, 6-7 semanas apds a subida inicial da temperatura e os sinais
clinicos mais evidentes sdo 0 espessamento e pregueamento progressivo da pele. Trés a
quatro semanas apos o inicio da febre, os animais podem desenvolver um inchaco
marcado das pernas, o0 que torna o movimento dificil e doloroso. A doenca evolui com
alopécia progressiva, dermatite com hiperqueratose, formagdo de crostas e fissuras
profundas entre as pregas de pele. As lesGes cutaneas podem ser confundidas com sarna
sarcoptica, pediculose, dermatofilose, paraqueratose e fotossensibilidade e intoxicacéo
por mercurio. (Bigalke e Prozesky, 2004; Alvarez-Garcia et al., 2013). Nos casos graves
observa-se corrimento nasal mucopurulento com formagdo de crostas nas narinas e
dificuldade respiratoria. Os animais apresentam geralmente linfadenopatia superficial,

hipertermia ligeira, que se prolonga durante varias semanas, anorexia € emaciagao,
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podendo levar a morte do animal. Na fase crénica, a infertilidade nos machos é
geralmente definitiva, devido a orquite severa, com necrose, calcificacdo e atrofia
testicular uni ou bilateral, tornando-se aspermatogenicos. Nas formas severas, a
esclerodermia e alopécia persistem, embora se verifigue uma melhoria gradual da

aparéncia dos animais (Waap, et al. 2015).

2.2.7.3 Achados anatomopatol6gicos

A disseccdo, a parede das veias do tecido subcutaneo contém pequenos focos
hemorragicos e a intima das veias e artérias ndo se apresenta regular e esta coberta de
material rosado acinzentado a avermelhado, apresentando-se as veias e artérias de
grande calibre com aspeto normal. Nestes animais, € frequente encontrar rinite, com
petéquias disseminadas pelas fossas nasais (Basson et al., 1965). Os linfonodos
encontram-se congestionados, edematosos e hemorragicos, surgindo também areas
localizadas de degeneragdo muscular e necrose principalmente nos musculos dos
membros, sendo possivel encontrarem-se areas bem delimitadas, de cor rosa péalida ou
bege por todo o corpo. Os pulmdes e a traqueia encontram-se congestionados e
edematosos, apresentando algumas petéquias disseminadas de forma irregular por todo
o tecido pulmonar. Nestes animais podem-se encontrar pequenas areas hemorragicas
nos mais diversos tecidos, predominantemente no coragdo, rim, glandulas adrenais,

abomaso, laringe e faringe (Basson, McCully, & Bigalke, 1970).

2.2.8 Diagnostico da infegdo por Besnoitia besnoiti

2.2.8.1 Diagnostico Clinico

O diagnostico clinico na fase inicial da doenca ndo é facil, dado que os
principais sinais clinicos, como febre e dispneia, sdo pouco especificos. E por isso de
extrema importancia conhecer o historial da exploracdo, bem como a area geogréafica
onde esta se inclui. A ocorréncia de Besnoitiose na area pode alertar-nos para a sua
inclusdo na lista de potenciais diagndsticos diferenciais. Quando o processo evolui para
a fase cronica e as lesfes cutaneas se tornam evidentes, torna-se mais facil o diagnostico

definitivo.
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E essencial o diagnostico laboratorial para descartar qualquer outro tipo de
afecdo. Deste modo, o diagnostico serologico é um dos meios de eleicdo, através da
detecdo de anticorpos especificos pelo método de imunofluorescéncia indireta, que se
caracteriza por ser um teste de elevada sensibilidade e especificidade. A histopatologia
da derme é outro exame complementar de diagnéstico muito importante, que nos

permite detectar a presenca de quistos na derme.

E importante referir que nem todos os animais infetados apresentam sinais
clinicos. Apesar de infetados, os animais poderdo nunca manifestar doenca, o que nédo
Ihes retira importancia epidemiolégica, uma vez que podem ser portadores de quistos na
pele.

2.2.8.2 Diagnostico Laboratorial

2.2.8.2.1 Diagnostico Seroldgico

A detecdo de anticorpos especificos constitui um importante meio de diagnostico
da infecdo por B. besnoiti. A prova serolégica mais utilizada no diagnéstico de infecéo é
o teste de imunofluorescéncia indireta (IFI) (Goldman e Pipano 1983; Shkap et al.,
2002). A IFI, caracterizando-se por sensibilidade e especificidade elevadas (Shkap et
al., 2002), é frequentemente sugerida como prova serolégica de referéncia (Shkap et al.,
1984). O antigénio mais utilizado é constituido por taquizoitos inteiros de B. besnoiti

provenientes de culturas in vitro.

2.2.8.2.2 Diagnéstico Histopatoldgico

Reconhecido o tropismo de B. besnoiti para a derme, € igualmente este o 6rgao
de eleicdo para o diagndstico da doenca. Em situagdes de Besnoitiose bovina no estado
cronico, é muito elevado o nimero de quistos de B. besnoiti presentes na pele. A
observacdo de cortes histopatologicos ao microscépio Gtico, permite distinguir com
facilidade os quistos dos de outros géneros de Apicomplexa que infetam bovinos. Essa
constatacdo levou a que desde as primeiras observagdes se recorresse a histopatologia

de biopsias de pele como forma de diagnostico da doenca. Contudo, nas formas sub-
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clinicas o diagnostico histopatoldgico podera ter limitacGes. Para estes casos, Cortes et
al., (2007) desenvolveram um método mais sensivel para o diagndstico da infecdo,
recorrendo & amplificacdo das sequéncias ITS1 rDNA por RT-PCR a partir de bidpsias

de pele.

2.2.9 Tratamento

Os primeiros ensaios clinicos em animais de laboratério foram levados a cabo

por Pols (1960) em coelhos. As substancias testadas incluiram a pentamidina, a
aureomicina, a formalina, o iodeto de sodio, a sulfamerazina, a micostatina e a
oxitetraciclina, mas nenhum destes compostos mostrou ser eficaz nas doses utilizadas.
Shkap, de Waal e Potgieter (1985) observaram que a administracdo de oxitetraciclina,
no momento da infecdo, numa dose de 30 mg/kg IM, prevenia o desenvolvimento de
orquite em coelhos, embora todos os animais manifestassem uma reacdo febril
transitoria. Os autores concluiram que a oxitetraciclina apresentava potencial
terapéutico no combate da infecdo e que os coelhos eram um modelo adequado para 0s
ensaios terapéuticos. Em trabalhos posteriores, Shkap et al. (1984) avaliaram também a
eficacia das sulfamidas, da pirimetamina, do trimetoprim, da halofunginona, da
oxitetraciclina, do aceturato de diminazeno e da pentamidina in vivo, em gerbilos
(Meriones tristami shawii) e in vitro, em células Vero infetadas com B. besnoiti. Destes
compostos, apenas a oxitetraciclina de longa acdo mostrou ser eficaz, conferindo
protecdo completa aos animais, com uma administracdo unica de 200 mg/kg. Nos
ensaios in vitro, a oxitetraciclina ndo mostrou qualquer acdo sobre as formas
intracelulares. Em estudos mais recentes, Cortes et al. (2007) demonstraram que a
nitazoxanida (agente antiparasitario de largo espectro eficaz contra protozoarios como
Cryptosporidium parvum e Giardia lamblia) e uma série de seus derivados, inibiam a
proliferacdo dos taquizoitos de B. besnoiti in vitro, em células Vero, induzindo a
vacuolizacdo do citoplasma do parasita e a desintegracdo da membrana do vacutolo
parasitéforo. Noutro estudo in vitro, demonstrou-se que as arilimidamidas, uma nova
classe de diamidinas aromaéticas, apresentam uma acdo marcada sobre 0s taquizoitos de
B. besnoiti cultivados em células Vero (Cortes et al., 2011). No campo, Jacquiet (2010)
recomendou as sulfamidas para diminuir a gravidade dos sinais clinicos
(sulfadimerazina, 200 mg/kg ou sulfadimetoxina, 80 mg/kg, durante pelo menos 7 dias),
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referindo, contudo, que o tratamento nao era curativo e que 0s relapsos eram frequentes.
A falta de eficacia do tratamento na fase crdnica, deve-se provavelmente a dificuldade
das drogas penetrarem nos quistos revisto por Alvarez et al. (2013). No caso de se
justificar, podera instituir-se uma terapéutica de suporte a base de antibidticos de largo
espectro para combater as infe¢cbes secundarias, corticoides e anti-inflamatorios nédo
esterdides, para diminuir a inflamagdo perivascular gerada pela multiplicacdo dos

parasitas nas células dos vasos sanguineos, e diuréticos, para diminuir os edemas.

2.2.10 Vacinacao

Vacinas vivas atenuadas a base de taquizoitos produzidos em cultura de células
foram desenvolvidas na Africa do Sul e em Israel. A vacina utilizada na Africa do Sul
foi preparada com um isolado de gnu (Bigalke et al. 1974) e a de Israel com isolado
bovino (Pipano, 1997).

Na Africa do Sul, a administracdo de uma dose Gnica de vacina mostrou ser
eficaz na prevencdo da doenca clinica por um periodo de quatro anos. No entanto, a
vacina ndo previne a infecdo subclinica dos animais (Bigalke e Prozesky, 2004).

Para além de ndo existirem dados de seguranca e eficacia suficientes, o uso de
vacinas vivas atenuadas tem o inconveniente de poder introduzir artificialmente o
parasita nas exploragdes indemnes, com o risco da sua disseminacdo através de animais
portadores. Isto € especialmente importante no caso de B. besnoiti, uma vez que o seu

ciclo de vida e modo de transmissao ainda é desconhecido.

2.2.11 Prevencgao

Os elevados prejuizos econdmicos e a impossibilidade de tratar ou vacinar 0s
animais, fazem com que a prevencao seja o elemento fundamental de forma a evitar que
a doenca entre na exploragdo. Nos casos em que a infecdo ja estiver instalada, é crucial

limitar a sua disseminacéo e tentar eliminé-la a médio ou longo prazo.
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2.2.11.1 Explorac6es sem animais infetados

Nas exploracdes onde os animais ainda ndo sdo portadores da doenca, em
especial nas zonas indemnes, recomenda-se uma analise de risco para todos os animais
importados (presenca da infecdo na exploracdo/pais/regido de origem). Em caso de
duvida, é importante isolar os animais recém-adquiridos, examinando alguns parametros
como a conjuntiva da esclera para detetar eventuais quistos e proceder ao despiste

serologico da infecdo (Ferrié, 1984).

2.2.11.2 Primeiros casos clinicos

Com o aparecimento dos primeiros casos clinicos, no diagndstico é essencial
perceber se a infecdo foi importada ha pouco tempo ou se, pelo contrario, 0s casos
clinicos resultam de uma evolucdo insidiosa da doenca na exploracdo. Os animais
afetados devem ser imediatamente isolados, para evitar a contaminacdo da restante
manada. Por sua vez, se 0s animais com sinais clinicos tiverem sido adquiridos
recentemente, é recomendavel elimina-los logo que possivel.

No caso de se optar pela terapéutica de suporte, é preciso ter em consideragao
gue os animais tratados, mesmo que aparentemente curados, permanecem portadores e
séo fonte de infecdo para os outros animais. A manada deve ser examinada diariamente,
para identificar os animais doentes no inicio do periodo febril. Uma vez que a estratégia
de luta contra a doenca depende da prevaléncia da infecdo dentro da exploracdo, é
importante proceder 0 mais rapidamente possivel ao rastreio seroldgico dos animais. As
medidas instituidas devem ser complementadas com a aplicagdo de produtos inseticidas
para limitar a propagacdo da doenca através de vetores mecanicos, uma vez que se
admite que possam participar na transmissdo (Ferrié, 1984; Jacgieut et al., 2010;
Alvarez-Garcia et al., 2013).

2.2.11.3 Medidas a médio e longo prazo

A rastreabilidade da infecdo nas exploragdes passa essencialmente pela colheita
de sangue a todos os animais com mais de 6 meses de idade, para analise seroldgica. No
caso de prevaléncias baixas, & recomendavel eliminar todos 0s animais positivos, mas
por outro lado, esta medida ndo € praticavel se a prevaléncia for elevada. Deste modo,

deve-se tentar eliminar a doenca gradualmente, adotando varias medidas de prevencdo
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em simultaneo. Estas incluem o refugo dos animais doentes, a separacdo dos animais
em lotes serologicamente positivos e negativos, evitando a proximidade dos diferentes
lotes, sobretudo nos meses de primavera e verdo e a separagdo dos animais entre
exploracBes vizinhas. As situacdes de prevaléncia intermédia terdo que ser analisadas
caso a caso. Ao longo do tempo, podera ser util identificar os parques e zonas de pasto
com uma maior concentracdo de insetos e por isso mais propicias a propagacdo da
doenca, evitando que os animais vao para estes locais nos periodos de maior infestacao.
E também aconselhavel impedir que os animais permanecam repetidamente nos
mesmos locais, uma vez que a acumulacdo de fezes atrai os insetos. Evitar a
concentracdo dos partos no verdo podera trazer algum beneficio, dado que as fémeas no
final da gestacdo se encontram num estado de imunodepressao fisiolégica, o que as
podera tornar mais sensiveis a infecdo, numa altura que coincide com uma maior
atividade dos insetos. Sempre que possivel, recomenda-se 0 aumento do nimero de
novilhas de reposigdo, uma vez que os lotes de animais jovens sdo os mais afetados,
sendo necessario fazer um refugo maior. A aplicacdo regular de produtos inseticidas
parece ter um papel importante no controlo da transmissdo atraveés de insetos
hematofagos (Ferrié, 1984; Jacqieut et al., 2010; Alvarez-Garcia et al., 2013).
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CAPITULDO 111 - Relato de Casos
2.2.12 Caso Clinico 1

Em Marco de 2017, foi atendido um bovino macho com oito anos de idade, de
raca Mertolenga, numa propriedade situada no Alentejo, mais concretamente no distrito
de Evora, apresentando alopécia generalizada pelo corpo, com maior incidéncia na
cabeca, pescoco e membros e espessamento da pele, apatia, anorexia e relutancia ao
movimento. O proprietario refere o aparecimento dos sintomas ha cerca de 1 més e

meio, que tém vindo a piorar consideravelmente.

Ao exame fisico os sinais clinicos evidenciaram diagnéstico compativel com a

fase cronica de Besnoitiose bovina (llustracéo 4 e 5).

2.2.12.1 Sinais clinicos:

Apatia;

e Perda de peso;

e Anorexia;

e Espessamento/pregueamento da pele;

e Alopécia generalizada com  maior
incidéncia na cabeca e nos membros
posteriores;

e Relutancia ao movimento. - ia

llustracéo 4 — Espessamento/
Pregueamento da pele. Fonte: Autor.

A frequéncia cardiaca e respiratoria encontrava-se dentro dos parametros considerados

normais, bem como uma temperatura corporal normal (38,3°C). 7
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2.2.12.2 Diagnosticos Diferenciais na fase cronica:

o Sarna sarcoptica;

o Pediculose;

o Dermatofilose;

. Paraqueratose;

o Fotossensibilidade;

o Intoxicacdo por mercdrio.

llustracdo 5 — Alopécia dos membros
posteriores. Fonte: Autor.

2.2.12.3 Exames complementares realizados

Por forma a descartar as doencas acima citadas fez-se colheita de sangue para
pesquisa de anticorpos anti-Besnoitia besnoiti, pelo método de imunofluorescéncia
indireta (IFI), e procedeu-se a biopsia de pele para pesquisa de quistos na derme.

O fragmento de pele foi obtido através da utilizacdo de biétomo de 8 mm,
também designado por “punch” (llustracdo 6). Depois de se proceder a contencdo do
animal em manga apropriada, procedeu-se a tricotomia de uma area de pele lesionada
com cerca de 4 cm? localizada na tabua do pescoco. N&o foi efetuado nenhum método
de assepsia nesta fase. Realizou-se anestesia local subcutanea com injecdo de 1ml de
lidocaina a 2%, com agulha de 20 g. Apds cinco minutos, foi aplicado o biétomo sobre
a pele fazendo ligeira pressdo e rodando continuamente numa unica direcao até a lamina
estar totalmente inserida na espessura da pele. O fragmento foi removido com o auxilio
de tesoura e de pinca bico de pato. A amostra foi colocada em frasco com formaldeido a
3,7%, em quantidade superior a dez vezes o volume da peca. A sutura da pele foi
realizada atraves de ponto simples com fio de seda 3/0 e procedeu-se a aplicagdo topica

de solugéo de iodopovidona e repelente de insetos.
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S

llustracdo 6 - Bidpsia de pele para histopatologia com utilizagdo de punch de 8mm
Fonte: Autor.

As amostras recolhidas foram enviadas posteriormente para o Instituto Nacional
de Investigacdo Agraria Veterinaria (INIAV) para a realizacdo do diagndstico

serologico e da histopatologia da derme.

2.2.12.4 Resultados

O resultado obtido pelo teste de imunofluorescéncia indireta (IFI), foi positivo,
apresentando anticorpos especificos para B. besnoiti (llustracéo 7). O resultado obtido
a partir da bidpsia de pele revelou-se igualmente positivo, como se pode verificar na
llustracdo 8, as lesbes cutaneas caracteristicas da fase cronica de B. besnoiti, com a
presenca de quistos junto a epiderme. Perante este resultado, confirmou-se a suspeita
inicial de Besnoitiose bovina, descartando assim todos o0s outros diagndsticos

diferenciais atras referidos.
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Insituto Naoconal de
Investigagao Agraria e Vieterinaria, |P

Boletim de Analises

N.2 de Analise: PAT-17-21387
EXAMES

Laboratério de Parasitologia <> Av. da Republica, Quinta do Marqués 2780-157 Oeiras
Exame(s) pretendido(s): Parasitolégico - Pesquisa Besnoitia

Exame: **Pesquisa de anticorpos anti-Besnoitia besnoitii por Imunofluorescéncia indirecta

Técnico Responsavel: CRNGENGGGD
Cod.: 300 pt
Resultado:
PT314544558 - Positivo (++)

llustracdo 7 - Resultados obtidos pelo Teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI). Fonte:
INIAV

llustracdo 8 - Aspecto microscopico das lesdes cutdneas caracteristicas da fase crdnica de
besnoitiose bovina. Quistos de Besnoitia besnoiti junto a epiderme. Coloragdo HE, escala =
200 um. Fonte: INIAV.
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2.2.12.5 Tratamento

Apesar dos esforcos desenvolvidos, ndo estdo ainda disponiveis farmacos para o
tratamento e prevencdo da Besnoitiose bovina. O beneficio do isolamento dos animais
doentes, de preferéncia em estabulos bem arejados, com boas camas e um bom regime
alimentar era reconhecido pelos primeiros autores e os cuidados gerais aos animais
considerados essenciais. No caso de se justificar, podera instituir-se uma terapéutica de
suporte a base de antibioticos de largo espectro para combater as infecdes secundarias,
corticéides e anti-inflamatdrios ndo esterdides, para diminuir a inflamacéo perivascular
gerada pela multiplicagdo dos parasitas nas células dos vasos sanguineos, e diuréticos,

para diminuir os edemas.

Neste caso, o animal foi isolado da manada, tendo sido posteriormente enviado
para abate por se tratar de um reservatério da doenca. Foi aconselhado ao produtor a
implementacdo de algumas medidas por forma a prevenir a disseminacdo da doenca.
Para o controlo de vetores foram recomendados banhos com inseticidas e/ou repelentes
com frequéncia ao efetivo restante, principalmente nas épocas do ano onde existe maior

densidade de vetores.
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2.2.13 Caso Clinico 2

Em Dezembro de 2016, numa propriedade situada no Alentejo perto de
Alcéacovas, foi atendido um bovino fémea de raca Limousine com catorze anos de idade.
A queixa principal relatada pelo proprietario foi a exibi¢do de lesdes cutaneas de
distribuicdo generalizada, bem como algumas zonas de alopécia, apatia e perda de peso
(Hustracéo 9). O proprietario descreveu que o inicio dos sinais clinicos decorreu ha
cerca de um més, na regido da cabeca, pesco¢o, membros anteriores e posteriores e que

a terapia com antibioticos sistémicos ndo foi suficiente para a melhora clinica.

Durante o decorrer deste periodo de tempo, acrescentou que houve piora

progressiva das manifestacdes, com disseminacédo das leses por todo o corpo.

llustracdo 9 - Aspeto macroscépico das lesdes cutaneas nas regides da cabeca e pescoco.
Esclerodermia e Alopécia. Fonte: Autor.

Apds abordagem do animal, foram evidentes sinais clinicos compativeis com a

fase croénica de Besnoitiose.
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2.2.13.1 Sinais Clinicos:

e Apatia;

e Anorexia;

e Relutancia ao movimento;

e Algumas zonas localizadas de alopécia decorrentes da pele que se encontra
friavel;

e Observou-se também esclerodermia de distribuicdo generalizada, embora mais
evidente na zona do pescoco;

e Descamacdo da pele na zona do focinho bem como presenca de feridas;

e Espessamento e pregueamento da pele no pescoco;

O restante exame fisico apresentava-se sem alteracdes.

2.2.13.2 Diagnosticos Diferenciais na fase cronica:

e Sarna sarcoptica;

e Pediculose;

e Dermatofilose;

e Paraqueratose;

e Fotossensibilidade;

e Intoxicacdo por mercdrio.

De forma a descartar as doencas supracitadas, foram realizados exames
complementares tendo-se procedido a colheita de sangue para diagndstico seroldgico
pelo método de imunofluorescéncia indireta (IFI). Alem deste, elegeu-se a cabeca num
local de lesdo cutanea para a obtencdo de biopsia da pele utilizando-se um punch
descartavel de 8mm como se observa na llustracdo 10, tendo em vista a detecdo
histopatolédgica de quistos de B. besnoiti. As duas amostras recolhidas, obtidas a partir
dos exames complementares realizados foram posteriormente enviadas para o
Laboratdrio de Referéncia: INIAV.
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llustracdo 10 - Bidpsia de pele em zona afectada, com punch descartavel de 8mm. Fonte: Autor.

2.2.13.3 Resultados

Apds rececao dos resultados por parte do INIAV, verificou-se, em analise da
llustracdo 11, que o diagndstico serolégico se revelou positivo apresentando anticorpos
especificos para B. besnoiti, assim como a bidpsia da pele que apresentou um elevado
numero de quistos, confirmando-se assim o diagnostico de infecdo por B. besnoiti

(lustracéo 12).

s Naconad do
nvesiGacio Agrana ¢ Vetennara, | P

Boletim de Anadlises

N.? de Andlise: PAT-17-00245
EXAMES

Laboratério de Parasitologia <> Av. da Republica, Quinta do Marqués 2780-157 QOeiras
Exame(s) pretendido(s). Parasitolégico - Pesquisa Besnoitia

Exame: “"Pesquisa de anticorpos anti-Besnoitia besnoitil por Imunofiucrescéncia indirecta

Técnico Responsdvel: (D
Cod.: 300 pt
Resuitado:

Positivo (+++) Legenda: (+) Fluorescéncia fraca, (++)
Fluorescéncia média, (+++) Fluorescéncia
forte

lustragdo 11 - Resultados obtidos pelo Teste de Imunofluorescéncia Indirecta (IFI). Fonte: INIAV.
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llustracdo 12 - Resultado obtido pela bidpsia de pele. Observacdo de quistos de Besnoitia
besnoiti ao microscopio dptico. Coloragdo HE, escala =200 um. Fonte: INTAV.

2.2.13.4 Tratamento

Até a0 momento, ndo é conhecido qualquer tratamento com resultados
satisfatorios em animais infetados. Desta forma, nenhum tratamento foi aplicado ao
animal, recomendando-se apenas 0 isolamento deste do restante grupo até a
confirmacéo da suspeita pelos exames laboratoriais.

Revelando-se positivo para B. besnoiti, neste caso, foi sugerida a eutanasia, ndo
sO por se apresentar extremamente débil, mas por forma a controlar a disseminacéo da
doenca pelos restantes membros do grupo, dado que animais como estes Sdo
considerados reservatorios por possuirem um namero elevado de quistos na pele.

Procedeu-se a eutandsia do animal optando-se por um processo fisico.
Utilizando-se uma arma de projétil, foram desenhadas duas linhas imaginarias entre o
canto medial de um olho e a base do corno o lado oposto e efetuou-se o disparo,
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perfurando o cranio (llustracdo 13) (Fouquet 2009). Esta causa concussdo e/ou
laceracdo do encéfalo ficando o animal instantaneamente inconsciente. Posteriormente
recorreu-se a outro método, nomeadamente a sangria, para que sobreviesse a morte.
Para o reconhecimento e confirmagdo da morte observou-se a paragem cardiaca bem
como respiratoria e auséncia do reflexo corneal e palpebral (Fouquet 2009). A partir
desde momento, instalam-se os fendmenos cadavéricos mediatos, nomeadamente o

inicio da rigidez cadavérica.

Foi ainda recomendado como método de controlo dos vetores, banhos com
inseticidas, ou repelentes com frequéncia ao efetivo restante, principalmente nas épocas

do ano onde existe maior densidade de vetores.

llustracdo 13 -Ponto de aplicacdo no cranio da arma de estilete/projétil. Fonte: (Peleteiro,
etal., 2016).
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CAPITULO IV - Discussao

Segundo Hofmeyr (1945), a Besnoitiose bovina constituiu-se como uma doenca
que atinge animais adultos. Num vasto trabalho desenvolvido na Africa do Sul, ndo se
encontrou qualquer animal doente com idade inferior aos 18 meses, sendo que a Unica
excecdo referida na bibliografia parece ser a de dois casos de doenca encontrados por
Bigalke (1968).

Quando a infecdo surge numa exploracdo de bovinos, cerca de 10% do efetivo
acabara por desenvolver sintomatologia, sendo responsavel por graves prejuizos
econdmicos (Pols, 1960). Os animais afetados perdem peso, algumas fémeas abortam, a
producdo de leite decresce consideravelmente, 0s touros tornam-se estéreis e as peles
perdem todo o valor comercial. Ndo parece haver diferencas na suscetibilidade entre
diferentes racas ou entre qualquer um dos sexos. Franco e Borges (1915) referem a
doenca em animais de raca Alentejana e de raca Brava. Leitdo (1949) regista a
ocorréncia da doenca principalmente no Sul de Portugal e predominantemente em
animais de raca Alentejana. Bigalke (1968) e Pols (1960) referem ser a raca Afrikaner
tdo suscetivel como as racas Hereford, Holstein-frisia, Short Horn, Bramane ou animais
cruzados. Juste et al. (1990) e Irigoien et al. (2000) verificaram morbilidade em animais
de raca Holstein-Frisia no Pais Basco.

Atualmente, na clinica de animais de producdo, cada vez mais Sa0 0S casos em
gue Besnoitiose € diagnosticada. O desconhecimento da doenca por parte dos produtores,
bem como a falta de meios de prevencdo e tratamento dos animais acometidos, constitui o
principal problema no sucesso destes casos.

Os casos acompanhados demonstraram-se semelhantes na anamnese,
sintomatologia apresentada e no tratamento e recomendacOes a realizar, apesar de serem
animais de raca, idades e sexos diferentes.

Um dos problemas encontrados prendeu-se no facto de os produtores néo
concordarem com a realizacdo de exames complementares necessarios a confirmacao da
suspeita de B.besnoiti, por se tratar de mais uma analise que implica um custo acrescido.

No entanto, para 0s dois casos conseguiu-se, ainda assim, que se realizassem dois
exames complementares de diagnostico. O diagnostico laboratorial através do diagnostico
serologico, é considerado um dos meios de eleicdo, pois permite a detecdo de anticorpos
especificos pelo método de imunofluorescéncia indireta, teste que possui caracteristicas

como elevada sensibilidade e especificidade e o diagnostico por histopatologia da derme.
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Este ultimo é outro método de elevada relevancia no diagnostico, uma vez que,
permite a visualizagdo de quistos na derme, visando ndo s6 a confirmagdo da suspeita,
como vem também confirmar os resultados obtidos pela serologia.

Outro ponto que diferencia os dois casos acompanhados prende-se na parte
reprodutiva, isto €, apesar de no primeiro caso a fémea ndo estar gestante, € importante
salientar que, se efetivamente estivesse, uma das consequéncias da doenca poderia ser o
aborto.

No segundo caso, a infertilidade seria uma das consequéncias com maior
repercussao a nivel reprodutivo, dado que, a fase cronica manifesta-se também, além dos
sinais clinicos supracitados, sob a forma de orquites severas, provocando infertilidade
geralmente definitiva, com necrose, calcificagdo e atrofia testicular uni ou bilateral,
tornando-se aspermatogénicos.

No caso acompanhado, apesar de evidenciar sinais clinicos compativeis B.
besnoiti, 0 touro ndo apresentava sinais evidentes de orquite ou necrose. No entanto,
seria interessante avaliar o estado reprodutivo por forma a perceber qual o grau de
infertilidade. A este animal ndo foi realizado, em nenhum momento, exame androlégico
e 0 proprietario ndo manifestou interesse na sua realizacdo. Contudo, a presenca na
manada de um animal infetado implica um potencial risco de transmissdo da doenca.
Nestas circunstancias a detecdo destes animais numa fase inicial da infecdo e a
adequacdo de medidas conducentes ao controlo da morbilidade deverdo ser
implementadas de modo a atenuar o impacto econdmico da Besnoitiose na exploracao
ou area geogréafica na qual ela se insere.

O rastreio da infecdo, bem como o acompanhamento dos efetivos suspeitos,
adquire elevada importancia no sucesso do diagndstico desta doencga. Assim sendo, nestes
dois casos apresentados seria de enorme interesse a colheita de sangue a todos 0s animais
com mais de seis meses de idade para analise seroldgica, a fim de compreender em ambas
as exploracdes qual a prevaléncia da doenca. No caso de a prevaléncia ser baixa é
recomendada a eliminagdo de todos os animais positivos, enquanto que, no caso da
prevaléncia se demonstrar elevada, eliminar a doenca gradualmente seria a medida mais
correta. Esta inclui o refugo dos animais doentes, a separacdo dos animais
serologicamente positivos e negativos em lotes, especialmente nos meses de verdo e a

separacdo destes das exploracdes vizinhas.
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CAPITULO V - Conclusdo

A Besnoitiose bovina tem vindo a crescer de forma global nas Gltimas décadas
na Europa. Em Portugal, a doenca esteve desaparecida durante varios anos, tendo

reaparecido recentemente tornando-se reemergente segundo a classificagdo da EFSA.

Presentemente ndo sdo conhecidos tratamentos eficazes no combate a infecéo,
podendo apenas ser feito o tratamento e prevencao de infecdes secundarias oportunistas.
Torna-se assim imperativo eliminar os animais doentes, que se tornam reservatérios por
possuirem um numero elevado de quistos. Esses quistos, contém bradizoitos e véo

servir de alimento aos vetores que 0s transmitem no momento da picada.

O controlo dos vetores é também indispenséavel, uma vez que se atribui um papel
importante a incestos hemat6fagos, enquanto vetores, na transmissdo da Besnoitiose
bovina, a fim de evitar a disseminacdo do B. besnoiti. Para isso devem realizar-se
banhos com inseticidas, ou aplicar-se repelentes com frequéncia, principalmente nas

épocas do ano onde existe maior densidade de vetores.

E importante sensibilizar os produtores para esta doenca, 0s seus sinais clinicos,

formas de transmissdo e implicacBes na produtividade do efetivo.

A perda de condicdo corporal nos animais doentes traduz-se em prejuizos
econdmicos, a producdo de leite diminui e as peles perdem valor comercial. A nivel
reprodutivo pode haver grandes repercussdes, uma vez que os touros ficam estéreis e a

fémeas podem abortar, principalmente se a gestacdo ocorrer na fase aguda da doenca.

A prevencdo passa por evitar que a doenga entre na exploragdo, uma vez que
tratar ou vacinar ndo € possivel. Recomenda-se a analise seroldgica através da colheita
de sangue aos animais adquiridos. No caso de efetivos infetados deve-se tentar limitar a
infecdo, separando e/ou eliminando os animais infetados e eliminando os animais
doentes. Para controlar a disseminacdo do parasita, € fundamental o controlo do vetor

com a aplicacdo de inseticidas.
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