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RESUMO

Atualmente, mais de 30 milhdes de perdizes-vermelhas sdo produzidas na Europa
e, s0 nos EUA, este tipo de avicultura representa um impacto de 5.000 milhdes de ddlares.
A produgdo destas aves ¢ feita sobre um sistema semi-intensivo e o principal desafio sdo
os problemas intestinais, que representam cerca de 84% das prescri¢des de antibidticos.
As doengas intestinais principais sdo provocadas por coccideas e protozoarios flagelados.

Embora haja um vasto conhecimento destes parasitas, permanecem por descobrir
muitos aspetos relativos a epidemiologia e controlo. Assim, a melhor compreensao dos
fenémenos que interligam a microbiologia, parasitologia, patofisiologia e zootecnia ¢é
fundamental para o desenvolvimento de estratégias de promog¢ao da saude intestinal.

Neste estudo, executou-se um protocolo que integrou as 4 tematicas anteriormente
descritas através do acompanhamento de 2 exploragdes de 2080 e 4400 perdizes, no
centro de Franga. Semanalmente procedeu-se a medi¢do da temperatura e pH da agua de
bebida, levantamento da informacao relativa ao comportamento das aves, alteracdes de
maneio, tratamentos e escolha aleatoria de 5 animais para andlises laboratoriais. A nivel
laboratorial, em cada um dos 3 segmentos intestinais (duodeno, jejuno/ileo e ceco),
determinou-se a carga parasitaria, procedeu-se a monitorizacdo das populacdes
bacterianas de Escherichia coli, Enterococcus spp., Campylobacter spp. e fungos tendo-
se fotografado para posterior analise e avaliagdo de lesdes e alteracdes intestinais. Ainda
se executaram esfregacos e coloracdes do trato digestivo com o objetivo de compreender
e avaliar a sua utilizacdo em ambiente pratico.

Os resultados deste estudo revelaram que a monitorizacdo da temperatura e pH da
agua ¢ importante, sendo que temperaturas mais frescas (iguais ou inferiores a 24 °C) e
valores de pH acidos (entre 3 e 4) pareceram preferiveis. Alguns pardmetros de maneio
como a idade de saida para o parque de voo, condigdo corporal e utilizagdo de tratamentos
parecem ser bons indicadores de qualidade de bandos. No que concerne as parasitoses,
confirmou-se que a epidemiologia e controlo das mesmas permanecem mal
compreendidos, uma vez que tanto os tratamentos como os quadros clinicos ndo
corroboraram com o descrito. Observaram-se tratamentos sem eficicia e, a0 mesmo
tempo, animais com sinais intestinais evidentes de coccidiose sem se refletir no
comportamento, condi¢do corporal e mortalidade. Os tratamentos antibidticos parecem

influenciar positivamente a existéncia de fungos em todos os segmentos intestinais € o



acesso ao exterior parece determinar a presenga e carga de Campylobacter spp. em todo
o intestino.

A monitorizacdo de populacdes Gram-negativas e Gram-positivas através da
coloracdo de esfregacos de contetido intestinal revelou-se ineficaz, verificando-se
heterogeneidade e dificuldade na observagdo das laminas. Apesar disso, esta coloracao
verificou-se util na identifica¢do de bactérias com morfologias atipicas, como do género
Sarcina e espirais/encurvadas, que parecem desenvolver-se aquando de alteragdes
gastrointestinais agressivas. O uso da coloragdo May-Grunwald-Giemsa € Hemacolor®
demonstrou-se eficaz na coloracdo de formas parasitarias de Eimeria spp, sendo que
Hemacolor® prevaleceu pela rapidez (3 min.) sem deterioragdo da qualidade. Este meio
de diagnostico podera ser considerado como ferramenta pratica em espécies cinegéticas,
carecendo de mais experiéncias e ensaios. Estas coloracdes poderdo ndo ser uteis na
identificagdo de protozoarios flagelados, ainda que permitam a observacdo de parasitas
sem necessaria identificacdo da motilidade.

Ainda se pdde concluir que a avaliagdo geral da saude intestinal, de um ponto de
vista holistico, se revela importante e crucial uma vez que a enterite bacteriana ¢
frequentemente observada em aves cinegéticas, todavia deverd ser aprofundada a sua
utilizagdo em situacdo pratica e laboratorial, de modo a aproximar todos os intervenientes

do setor para um problema comum.



ABSTRACT

Nowadays, more than 30 million red-legged partridges are produced in Europe
and in the USA. The upland game bird industry has an impact of $5.000 million and is a
growing business. The production of these birds is made in semi-intensive systems and
the main challenge are intestinal disorders, which represent about 84% of antibiotic
prescriptions. The major intestinal diseases are caused by parasites, such as coccidia and
protozoan flagellates.

Although there is an extensive knowledge of these parasites, many aspects of the
epidemiology and control remain unclear. Thus, a better understanding of the phenomena
that interfere with microbiology, parasitology, pathophysiology and zootechnics is
fundamental for the development of intestinal health promotion strategies.

In this study, a protocol was implemented that integrated the four thematic
previously described by following 2 batches of 2080 and 4400 partridges in the central
region of France. The weekly assessment has included: measure of temperature and pH
of the drinking water, bird behavior information, management changes, treatments and
collection of 5 animals for laboratory analysis. In the laboratory, in each of the 3 main
intestinal segments (duodenum, jejunum/ileum and cecum) was determined the parasite
charge, the bacterial populations of Escherichia coli, Enterococcus spp., Campylobacter
spp. and fungi were monitorized and photographies were taken for later analysis and
evaluation of gut alterations and lesions. Colorations of the gut mucosa/content smears
were also performed in order to understand and evaluate their use in a practical
environment.

The results of this study revealed that the monitoring of water temperature and pH
is important, with cooler temperatures (equal to or less than 24 ° C) and acidic pH values
(between 3 and 4) appearing to contribute for bird quality. Some management parameters
such as the age of release for the flight pen, body condition and use of treatments seem to
be good indicators of flock quality. Regarding to parasite infections, it was confirmed that
the epidemiology and control of these parasites remain poorly understood, since the
treatments and the clinical features did not corroborate with what’s described. Ineffective
treatments and at the same time animals with obvious intestinal signs of coccidiosis were
observed in birds without behavior alterations with good body condition and no mortality.

Antibiotic treatments appeared to positively influence the existence of fungi in all



intestinal segments and the access to the flight pen appeared to determine the presence
and charge of Campylobacter spp. in all gut.

Monitoring of Gram-negative and Gram-positive populations by staining
intestinal contents was not possible, because of the heterogeneity and difficulty in the
microscopical observation. In spite of this, this staining was useful in the identification of
bacteria with atypical morphologies, such as the genus Sarcina and spiral/curved bacteria,
which appear to develop during aggressive gastrointestinal alterations. The use of May-
Grunwald-Giemsa and Hemacolor® staining was very successful in the staining of
parasitic forms of Eimeria spp. Hemacolor® had a better performance since it is very
quick (3 min.) with good quality. This type of diagnosis can be considered as a practical
tool in game bird production, lacking more experiments and trials. These stains may not
be useful in the identification of flagellated protozoa, although they allow the observation
of parasites without necessary identification of the motility.

It was possible to conclude that the intestinal health evaluation, from a holistic
point of view is important and crucial since bacterial enteritis is frequently observed in
game birds but its use should be further investigated in practical and laboratory situation,

in order to approach all participants in the industry to a common problem.
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Nowadays, more than 70 million game birds are produced in Europe just among red-
legged partridges and pheasants for hunting purposes (Shchricke, 1991; Vallance, 2006;
Silva, 2004; Gortazar et al. 2000; Garrido 2002; Millan et al. 2003; MAPA, 1993; Millan,
2001; Hylands & Helsheikha, 2014). In the USA the upland game bird industry represents
a $5.000 million impact and growing business (McFarlane, 2014). This production is
usually made in semi-intensive systems, where the birds can contact with the external
environment through the flight pen. In these species, 84% of the antibiotics prescriptions
are related to intestinal disorders (Ameloot, 2018). Little is known about the role of
Campylobacter spp. in these birds, but some reports show that farm-reared and restocked
partridges can act as carriers of enteropathogens increasing the risk of transmission to
natural populations throughout the releases (Diaz-Sanchez, 2012).

During the summer of 2017, two batches of 2080 and 4400 partridges were followed in
France, to identify the presence of Campylobacter spp. in each intestinal segment. Five
animals per batch were weekly collected to evaluate gut lesions and alterations, and then
performing a pool of intestinal content. The intestinal content of each segment was
collected with a sterile inoculation loop and diluted in saline peptone, homogenized and
then seeded in a specific culture media for Campylobacter spp. (CASA®) within 30
minutes of collection. The study lasted for 10 weeks and revealed that the access to the
flight pen determines the presence and charge of Campylobacter spp. with high
significative correlations in the duodenum (p = 0,95), jejunum/ileum (p = 0,85) and
caecum (p = 0,81). These results show that the flight pen can represent a risk of
contamination, but it remains unclear if it represents a potential risk for other species, or
for partridges themselves like a trigger-point for some enteritis.

Since the production of free-range poultry is similar to that of game birds because they
have continuous daytime access to open-air runs (Miao et al., 2005), one can speculate
that the same problem may exist in Poultry, with a high risk of food contamination by

Campylobacter spp.



Indice

L. INTRODUGAO ...t -1-
1.1. OBJETIVOS DO TRABALHO......cccttiiiiiiiiiieeieeeeee et -3-
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......coouvmiiiiriiiireieeineieesesisissess s -4 -
2.1 APERDIZ VERMELHA NA NATUREZA .......oovtiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeeevvvevaaaaaans -4 -
2.1.1. Taxonomia € diStribUIGAO...........uvvriieiieeeiiiiiiiiieee e eeeeiree e e e -4 -
2.1.2. Habitat € alimentacao ...........ccccurvriiiiieeieeeiiiiieeee e e -5-
2.1.3. COMPOTLAMENTO ... .uuviieieieeeeeeeiiiiiiteeeeee e e ettt eeeeeeeessiabbereeeeeeessnnnaseeees -5-
2.1.4. SItUAGA0 AtUAL.......eeviiiiiiiiieeeeeccieee e -6-
2.2 CRIACAO DA PERDIZ VERMELHA EM CATIVEIRO...........cccocveveuerennn.n. -7-
2.2. 1 REPIOAUGAOD ...vveeeeniiiiieeeeiiiie ettt ettt e e ettt e e e ettt e e e e ibaeeeeenbaaeeeesnbaeaeenes -8-
2.2.1.1 Instalagdes para reprodutOras ..........ccveeeeerurreeeeriureeeeeniieeeeenneeeeeennnees -8-
2.2.1.2 Maneio reprodutivo € POSTUTA .......cccuvieeeeriiieeeeiiiieeeeriieeeeeniieeee e -9-
2.2.1.3 Man€io dO OVO....cuueeeriiiieniiieeniiiee ettt ettt e et esiee e -10 -
2.2.1.3.1 Recolha € SEIeCA0.......ccceeiiiriiiiiee e, -10 -
2.2.1.3.2 FUMIZACAO «..uvviieeeeiiiiieeeeiitee e eeiieee e ettt e e e ette e e e eiaaeee e eeraeeeeenes -11-
B T TR B 0031 ) T o R -11 -
2.2.1.4 INCUDAGAOD ....vvvvieieeeeeeeiiiie e e e e e e e -12 -
2.2.2 Criag80 € VENAA .......uvviiiiiiiiieciiiiiiieee e -13 -
2.2.2.1 Salas aqUeCIAAS.......uuviieiiiiiieeeiiiee ettt -14 -
2.2.2.2 PrE-PATQUES ....eeeieeeeeiiiiiiiiiieeeee e ettt e e e e e eiraaeaee e e -15-
2.2.2.3 Parques d€ VOO......uuviieeiiiiieeeeiiiieeeeiiteeeeeiateeeeitteeeessebaeeeeenaraeaeenes -15-

2.3 DOENCAS INTESTINAIS DA PERDIZ-VERMELHA .........cc..cccovveennnnne. - 16 -
2.3.1 COCCIAIOSL ... uveeenreeeiiee ettt ettt ettt ettt e e e -16 -
2.3, 1.1 BHOLOZIA ..ceeiiiiieeeeiiiiee ettt e e ettt e e e et e e e aaaeaeenes -16 -
2.3.1.2 Ciclo de Vida.....cooueiiiiiiieiieee e -17 -
2.3.1.3 SiNaiS CHNMICOS. . eeeuriiiriiieeiiieeniie ettt - 18-



2.3.1.4 Patologia.......cceoeeeviiiiiieniiiee e
2.3.1.5 DI1agnoOStiCo ....veeveereriieeeiiiieeeeeiiieeaens

2.3.1.6 Tratamento € controlo..........ccceeeeeennn....

2.3.1.7 Relagdo entre a microbiota intestinal e a coccidiose .............ccueeeeene.

2.3.2 Enterites provocadas por protozoarios da familia Trichomonadidae........

2.3.2.1 Etiologia e ciclo de vida............ccc......
2.3.2.2 Sinais clinicos e patogenia...................

2.3.2.3 DIagNOStICO ...vvvvreeeniiiieeeeiiieeeeeiiieeaens

2.3.3 Enterites provocadas por Spironucleous meleagridis............ccocuveerueeenen.

2.3.3.1 Etiologia e ciclo de vida............cc.........
2.3.3.2 Sinais clinicos e patogenia...................

2.3.3.3 DIagnoOStiCO ...vvvveeerniriieeeeiiieeeeeiiieeaens

2.3.4 Controlo de enterites provocadas por protozoarios flagelados.................

2.3.5 Interagdo entre a microbiota intestinal e protozoarios flagelados.............

2.4 QUALIDADE DA AGUA EM AVICULTURA
2.4.1 Temperatura € pH........ccooevviiiiiiiieeeeennnnnns
. MATERIAL E METODOS.......cccceviiieiiiiiieeeenn.
3.1 AREA DE ESTUDO E RECOLHA DE DAdos.
3.1.1 EXplorag@o A......cccceeeviiiieeeniieeeeieee e
3.1.2 Exploragdo B........ccoooviiiiiiiiiieeieee
3.1.3 Laboratorio de andlises...........ccceevveerveeennnn
3.2 Metodologia........veeeeeeiiiieeeeiiieeeeiiee e
3.3 Anédlise do desempenho zootécnico...................
3.4 Anélise macroscopica do intestino.....................
3.5 Anélise parasitoldgica .........ccovvveevivieeeeniniieeenns
3.6 Andlise microbioldgica.........ccceeevvviieeeniiiieeenne

3.7 Teste rapido Coronavirus ...........ccccevveeeeervereeenne



3.8 Coloragoes ..........

3.9 Analise estatistica

3.9.1 Analise de correSpONdENCIAS.......ccecuviieeeriiiiiieeiiiieeeeiiieeeeieeeeeereeeeeenes

3.9.2 Analise de COTTelagies ........c.uuvvrrieeeeeeeeeiiiieieee e e e et

3.9.3 Software.......

4. Resultados ................
4.1. Desempenho Zoo
4.1.1 Exploragao A
4.1.2 Exploragao B

4.2 Temperatura e pH
4.2.1 Exploragao A

4.2.2 Exploragao B

EECTIICO ettt e e et et e e e et e e e e e e eee e e e eennes
A AGUA....oeiiiiieee e

4.3 ParaSitOSES € LESOES ..ovuuneeiiiee et e e e et e e e eaee e e e eaaeeaees

4.3.1 Scoring microscopico: EXploragao A.......ccceeeveviiiiieiiiiiiieeiiiiee e

4.3.2 Lesoes e alteragdes intestinais: Exploracao A .........ccccevevvvniiiieeiniiiieeenns

4.3.3 Scoring microscopico: EXploragao B........ccccoevviiiiieiiiiiiiiiiiieeeieeees

4.3.2 Lesoes e alteragdes intestinais: Exploracao B..........cccccoeiiviiiiiiiiiiiineen,

4.4 Analise de correspONAENCIA.......ceeeruiiiieeiiiiieeeeiiee et e e e erree e e aaeee s

4.4.1 Duodeno...

442 TefuNO € 1180 ....vveieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

443 Ceco......

4.7 Colorag@0o GRAM ........oiiiiiiiiiieccieeeeee et

4.8 May Grunwald

Giemsa € Hemacolor®........ooeeveeeeeeeeeeeee e,

5. DISCUSSAO A0S TESUILATOS . evvneeeeteee ettt e et e e e e e e eeaens

5.1. Desempenho ZOOtECNICO € MANEIO .....ccvvvrieeeiiiieeeeiiieeeeeiieeeeeirereeeeiieeeeeenes

5.2. Parasitoses .........

5.2.1 Exploragdo A



5.2 1 EXPlorag@o Bu....o..uviiiiiiiiiieeee e -88 -

5.3. Populagies DaCterianas..........eeeeeruviieeeriiiieeeeiiiieeeeiiieeeeeiieeeeeineeeeeeeaeeeeeenes -92 -
5.3.1 Relagdo entre o parque de VOO € MiCroorganismos. ..........eeevveeeernuvereeenns -92 -
5.3.3 Echerichia coli, Enterococcus spp. € fungos...........cceevvveeeviiiieeeiniineeens -95-

5.4. CORONAVIRUS ......oooitetieet ettt - 96 -

5.5. Parametros macroscopicos € a sua interpretacao........eeeeeeveeeeerivveeeernnveeeenns -98 -

5.6, COLOTAGOES ...vvvvvvreieeeeeeeeeiiiteee e e e e e e e eeetre e e e e e e e e e eeabaaeeeeeeeeeeeeaasssaeeeaeeeeaannnes - 100 -
5.5, 1 GIaml.cceiiiiiieeeee e e e e - 100 -
5.5.2 May Grunwald Giemsa € Hemacolor®...............ccoovevveeiveeeeieceenenn, - 104 -

6. CONCIUSAD ...ttt ettt et et e s e st e e - 105 -
7. BIDHOGIafia.......eiiiieiiiie e - 111 -
B ATIEXOS. .ttt ettt e ettt e ettt e e st e e e eeenaas - 124 -



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Exploracdo A, pavilhdo de avicultura convencional (fotografia do autor). - 34 -
Figura 2. Exploracdo B. Pavilhdo de avicultura tipo “tunel” (fotografias do autor). .- 35 -

Figura 3. Laboratorio onde decorreu o presente trabalho. 1 - Local se faz a ocisao das
aves, onde se pode encontrar o equipamento utilizado para eletronarcose (1a) e a zona de
sangramento (1b); 2 - Mesa de necropsias e local de armazenamento de material; 3 —
Caixa de transporte (3a) e instrumento de medicdo da temperatura e pH da agua

(fotografias dO AULOT). .....eeiiiiiiiiieeeiiee ettt e e et e e e erabeeeeensbeeeeenes -36 -
Figura 4. Classificagdo de condi¢do corporal. 3 — Bom; 2 — Magro;1- Caquético
(fotografias dO AULOT). .....eeieiiiiiiieeiiiee ettt ettt e e et e e e e sareeeeensbeeeeenes -38 -
Figura 5. Oocistos de EIMeria SPP. .....eeeeerviiieeiiiiiiieeiiiiee et e eeieee e e seveeeeeeieaeea s -40 -

Figura 6. Técnica de recolha de conteudo intestinal. 1 —recolha; 2/3 — diluigdo em peptona
salina; 4 — homogeneizac¢ao com a ajuda do vortex (fotografias do autor)................ -41 -

Figura 7. Protocolo de recolha e diluicdo utilizado. Setas azuis — recolha de 10 pl de fezes
com a ajuda de uma ansa e diluir em 9 ml de peptona salina; Setas pretas — Semear 10 pl
da amostra diluida nos meios de cultura indicados; Seta vermelha — Dilui¢ao da amostra
cecal 10x (1 ml da amostra em 9ml de peptona salina); Seta verde — Dilui¢do da amostra
cecal 100x (100 pl da amostra em 9 ml de petona salina). ...........cccceeevuvieeenniineeens -41 -

Figura 8. Duodeno com conteido mucoide e liquido (fotografia do autor)............... -51-

Figura 9. Duodeno com alteragdes focos necroticos tipicos de Eimeria kofoidi (fotografia
O AULOT). .eiiiiiiieie et e e e e e et e e e e e e e e et b aaeeeeeeeeeeaaabaraeeaeeeeeaanes -51 -

Figura 10. Jejuno com alteragdes ao nivel da espessura da parede intestinal. Parede fina
podendo observar-se através dela (fotografia do autor)...........cccceeeeviiiiieeniiiiienennnee, -52-

Figura 11. Na imagem superior pode-se observar um segmento jejunal com conteudo
liquido e gés (seta preta). Na imagem inferior: jejuno inflamado (cor avermelhada)
apresentando sangue digerido (seta verde) (fotografias do autor)..........cccceveueeennnnen. -52-

Figura 12. Diferentes alteragdes: diminui¢do da dilatacdo (imagem da esquerda);
contetdo cecal liquido e de cor bege (imagem do centro); contetido cecal liquido (imagem
da direita); (fotografias do QULOT).........coevuviiiiiiiiiiie e -53-

Figura 13. Diferentes alteracdes: gas (setas pretas); diminuicdo do conteudo cecal e por
consequéncia perda de dilatacdo; conteudo liquido (seta verde); (fotografias do autor)...-
53 -

Figura 14. Duodeno flacido, com contetidos mucoides esbranquicados e multicolorados
(1 e 3); Duodeno flacido e inflamado, observando-se tonalidade avermelhada e vasos
sanguineos congestionados (2); (fotografias do autor). ..........cceeecvveeeeiiiieeeeniiiieeenns - 56 -



Figura 15. Jejunos com conteudos multicolorados (1 e 2), muco (3 e 4), alimento por
digerir identificado com setas pretas (1 e 5) e enterite catarral (2) (fotografias do autor).-
57 -

Figura 16. Jejuno de um animal infetado por Spironucleus meleagridis onde se pode
observar conteidos intestinais cilindricos € a0 mesmo tempo excesso de liquido
(fotografia dO AULOT)........eiiiiiiiiieeiii ettt e e e e et e e e enbbeeeeenes -58 -

Figura 17. Ceco com conteudo liquido; 2 — Ceco com conteudo liquido e vasos sanguineos
congestionados; 3 — Ceco com conteudo caseoso conferindo uma tonalidade bege; 4 —
Cecos pouco dilatados (fotografias do autor)............cceeeeeriiiieeeniiiiieeeriiee e -58 -

Figura 18. 1- Cecos dilatados (2 e 3) com contetdo liquido (1) e gasoso (2) (fotografias
O AULOT). .ttt e e e e et e e e e e e e e e ab b e e e e e e e e e e eeaaarareeeaeeeeaanens -59 -

Figura 19. Imagem de microscopia otica da mesma lamina que revelam a heterogeneidade
€ COLOTAGAD. ...vveiieeeeeeciitie e e e et e e e e et e e e e e e e e et aeeeeeeeeeeaaasareeeeeeeeeaaees -71 -

Figura 20. Imagem de microscopia otica de 4 conteudos cecais de animais com a mesma
idade, do mesmo lote, revelando heterogeneidade entre animais.............cceeeuvveennnne -71 -

Figura 21. Imagem de microscopia otica de laminas onde ndo se conseguiu diferenciar
com clareza bactérias Gram-positivas de Gram-negativas. ..........cccecueeeruveerueeennnen. -72 -

Figura 22. Imagem de microscopia otica de um esfregaco do segmento jejuno/ileo onde
se diagnosticou Hexamita meleagridis. Circulo azul — bactérias do género Sarcina
(fotografias dO AULOT). .....eeeeiiiiiieeeiiiee et ettt e e et e e e et eeeeanbaeeeenes -73 -

Figura 23. Imagem de microscopia otica de um esfregaco de contetido cecal onde se
encontraram protozodarios da familia 7richomonadidae (fotografias do autor). ........ -73 -

Figura 24. Imagem de microscopia otica de conteudo cecal onde se encontraram
protozoarios flagelados da familia Trichomonadidae (fotografias do autor)............. -74 -

Figura 25. Imagem de microscopia otica de um esfregaco jejunal onde se encontrou
Hexamita meleagridis (fotografias do autor). .........ccceceuvieeeriiiieeiniiiee e, -75-

Figura 26. Imagem de microscopia otica de um esfregaco do segmento jejuno/ileo onde
se detectou Hexamita meleagridis (fotografias do autor). ..........cccceeeeeriiieeeeniiineeenns -75-

Figura 27. Imagem de microscopia otica de contetido cecal onde se encontram parasitas
da familia Trichomonadidae (seta verde) e € possivel observar bactérias com um formato
ALIPICO (SELA PIELA)....eeuiiiiieeeiiiie e ettt eeeie e e e ettt e e et e e e estbeeeeesabbeeeeesnnbeeesennsraeasanns -76 -

Figura 28. Coloragdo Mgg de um esfregaco duodenal, onde se observa com clareza
merozoitos (setas pretas), oocistos (circulo preto) e, provavelmente, microgamontes com
microgametas em formagao (circulo vermelho) (fotografia do autor). ..................... -77 -

Figura 29. Coloragdo Mgg de um esfregaco duodenal, onde se observa com clareza
merozoitos (setas pretas), oocistos (circulo preto) (fotografia do autor)................... -78 -



Figura 30. Coloracdo Mgg de um esfregaco duodenal, onde se observa com clareza
microgametas (circulo preto) e um oocisto (circulo vermelho) (fotografia do autor).- 78 -

Figura 31. Coloragdo Mgg de um esfregaco duodenal, onde se observa com clareza um
meronte em fase de libertacdo de microgametas (circulo azul) e microgdmetas livres no
lumen intestinal (setas pretas) (fotografias do autor)..........cccceeeevciiiiiiiiiiieenniiieeens -79 -

Figura 32. Coloragdo de um esfregago de conteudo cecal onde se detetou presenca de
protozoarios da familia Trichomonadidae (setas pretas). .........cccceeeevvveeeeeniveeeennnnnn. - 80 -

Figura 33. Coloracdo de um esfregaco por aposi¢do do jejuno/ileo onde se detetou
Spironucleus meleagridis (fotografia do autor).........cccceeveeviiiiiiiniiiiiieiiieeeee, -80 -

Figura 34. Coloragdo de um esfregago por aposicdo do jejuno onde foi detectada a
presenca de Spironucleus meleagridis, onde a forma dos parasitas parece estar distorcida
e perdendo a arquitetura original (fotografia do autor)...........cceevcuvveeeeiiiieeenniiieeens -81 -

Figura 35. Animal da exploragdo B com evidente coccidiose ao nivel do ceco e duodeno.
Podem observar-se focos necroticos semelhantes as lesdes de Eimeria kofoidi (setas
pretas). Este animal, apesar da evidente coccidiose, apresenta a condi¢do corporal 6tima
(fotografias dO AULOT). .....eeiiiiiiiiieeiiiee ettt e e et e e e e sare e e e ennreeeeenes - 88 -

Figura 36. Fotografias de animais infetados por Eimeria spp.: 1- Condicao corporal de
classificagdo 2 (magro); 2- Ceco em fase inicial de coccidiose com alteragdes ao nivel do
contetido (pastoso); 3- Ceco com alteragdes ao nivel do contetido (liquido); 4- Ceco com
diminui¢do da dilatagdo e presenga de um nodulo caseoso (seta preta), responsavel pela
tonalidade bege do contetido cecal; (fotografias do autor). .........cccvveeeviniieeennnnnnnn. -90 -

Figura 37. Fotografia de animal magro, com infecdo concomitante de Spironucleus
meleagridis no intestino delgado e tricomonas no ceco. Setas pretas - contetido intestinal
cilindrico verde acompanhado de conteudo liquido; Setas verdes — Conteudo cecal liquido
com g3s; (fotografias do AULOT)..........oiieiiiiiieiiiiiie e e e e -91 -

Figura 38. Fotografia de um animal onde o teste rapido revelou positividade: enterite
catarral de cor verde com alto conteudo liquido e multiparasitismo; (fotografias do autor).

Figura 39. Fotografias tirada em varios casos, com patologias completamente diferentes,
no entanto, a falta de satide intestinal ¢ comum a todos eles: 1 — Inflamacao (hiperemia e
tonalidade avermelhada); 2 — Duodeno flacido; 3 — Duodeno flacido com conteudo
mucoide esbranquigado, multicolorado e liquido; 4 — Jejuno com parede intestinal fina,
sendo possivel observar através da mesma; 5 — Duodeno com conteudo liquido e
formacao de gas; 6 — Jejuno apresentando alimento por digerir; 7 — Jejuno apresentando
contetido viscoso alaranjado e uma particula de alimento por digerir (seta preta); 8 —
Jejuno flacido apresentando contetido mucoide, multicolorado e liquido; 9 — Fezes
amarelas fluidas e com gas, sinalizando falta de saude intestinal; (fotografias do autor). -
99 -

Figura 40. Diferentes morfologias bacterianas. As delimitacdes vermelhas referem-se as
morfologias que se observaram no presente trabalho em animais infetados com
protozoarios flagelados (adaptado de Talaro & Talaro, 1999).........cccocvevviiinnens - 101 -



Figura 41. Na imagem da esquerda ¢ possivel observar um ceco muito dilatado com
contetido gasoso e liquido infetado com protozoarios flagelados. Na imagem da direita ¢
possivel observar uma fotografia feita durante uma coprologia, onde se detetaram bactéria
do tipo Sarcina. (fotografias do autor) NOTA: As fotografias ndo correspondem ao
mesmo animal. Estes individuos ndo entraram no presente estudo......................... -102 -

Figura 42. Coloragdo Gram de um esfragago cecal, onde se pode observar bactérias com
um formato semelhante ao género Brachyspira, demonstrando o potencial do uso da
coloracdo na identificagdo de bactérias atipicas. NOTA: Este animal ndo pertence ao
EIUPO A€ ESTUAO. .. eeeiieeiiiiieeeii ettt e e et e e e et e e e e nbaae e e enbaaee s - 103 -



INDICE DE GRAFICOS

Grafico 1. Mortalidade semanal observada na exploracdo A (eixo da esquerda). Estdo
presentes as informagdes relativas a saida para o parque de voo, média da condicao
corporal (eixo da direita) dos 5 animais eutanasiados semanalmente e o uso de
ANEIDIOTICOS. et euetieeiiieeeitie ettt ettt ettt e ettt e e bt e e sabe e e s bt e e sabeeesabeeesaaeees -46 -

Grafico 2. Mortalidade semanal observada na exploracio B. Estdo presentes as
informagdes relativas a saida para o parque de voo, média da condicdo corporal (eixo da

direita) dos 5 animais eutanasiados semanalmente e o uso de antibidticos............... -47 -
Grafico 3. Valores semanais de temperatura e pH da dgua na Exploragdo A............ -48 -
Grafico 4. Valores semanais de temperatura e pH da dgua na Exploragdo B............ -49 -

Grafico 5. Média do score microscopico dos 5 animais eutanasiados semanalmente. Cocx:
COCCIAIAS. 1.ttt ettt ettt ettt e et e ettt e e bt e e eab e e e sabe e e sabeeesabeeesaanees -50 -

Grafico 6. Média do score microscopico, mortalidade (eixo da direita) e média da
condi¢do corporal (eixo da esquerda) semanal. Cocx: coccideas.........ccvveeernnrreennn. -50 -

Grafico 7. Média do score microscopico dos 5 animais eutanasiados semanalmente. Cocx:
Coccidias; Tricho cecal: parasitas da familia Trichomonadidae no ceco, Hexamita:
Spironucleus meleagridis (Hexamita meleagridis) encontrados no jejuno/ileo......... -54 -

Grafico 8. Média do score microscopico dos 5 animais eutanasiados, mortalidade e média
da condicdo corporal semanal. Cocx: Coccidias; Tricho cecal: parasitas da familia
Trichomonadidae no ceco; Hexamita: Spironucleus meleagridis (Hexamita meleagridis)
encontrados N0 JEJUNO/ILEO0. ....viiieiiiiiieeiiiiee ettt e e e aaeee e -55-

Grafico 9. Analise de correspondéncia do segmento duodenal. Circulo azul — delimita um
grupo que tem em comum as 4 varidveis: CBa, Env, Ooc € Eim..............ccccccveenn. -61 -

Grafico 10. Anélise de correspondéncia do segmento duodenal. Circulo azul — delimita
um grupo que tem em comum as 4 variaveis: CBa, Env, Ooc e Eim; Circulo vermelho —
grupo que tem em comum as 3 variaveis: SBR,Ent e Eco; Circulo amarelo — grupo que

tem em comum WTe, AB1, Bod € EXN. ...coooiiiiiiiiiiiei e -62 -
Grafico 11. Analise de correspondéncia do segmento Jejuno/ileo. .............cccvveeeenne -64 -
Grafico 12. Analise de correspondéncia do segmento Jejuno / fleo.............ccoeo........ -65 -
Grafico 13. Andlise de correspondéncia do CECO. ....cuvviriiriiiireeiiiiieeeiiiee e -67 -

Grafico 14. Andlise de correspondéncia do ceco apds retirada das varidveis: conteudo
case0s0 (“Cas”) € cor Bege (Be1) ......iiieiiiiiiiiiiiiieeeiiiee e - 68 -

Grafico 15. Andlise de correspondéncia do ceco apds retirada das varidveis: conteudo
caseoso (“Cas”), cor bege (“Bei”), trichomonas (“tri), auséncia de cor (“Npr”) econtetido
AUIO (“LOU™). ettt et e e e e e et b e e e e e e e e e e aabbaaeeeaeeeeesaaassseeeeeeeeaannns - 69 -



Grafico 16. Score de Campylobacter spp. nos 3 segmentos intestinais na exploracao B ao
longo das 10 semanas de avaliagdo: pode observar-se que o acesso ao parque de voo a
partir da 7* semana (circulo) influenciou a presenca e carga desta bactéria em todo o
TIEESTINO. 1.ttt ettt et e ettt et e ettt e e e s s -94 -

Grafico 17. Score de Campylobacter spp. nos 3 segmentos intestinais na exploracao A
ao longo das 10 semanas de avaliagdo: pode observar-se que o acesso ao parque de voo a
partir da 5* semana (circulo) influenciou a presenca e carga desta bactéria em todo o
TIEESTINO. 1.ttt ettt et et e et e et e ettt e e e e es -94 -



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Classificacao de alteracdes intestinais nos trés segmentos intestinais. ...... -38 -
Tabela 2. Scoring microscopico para os parasitas analisados............ccccvveeeeniiieeenn -39-

Tabela 3. Score microbioldgico utilizado. Min — minimo de colonias observadas Max —
mMAaximo de colonias ObSETVAAAS. ........ueiieiiiiiieeeiiiee e -42 -

Tabela 4. Soma dos scores de oocistos encontrados em cada segmento e soma do
numero de segmentos infetados com oocistos na exploragdo A e B.........c.cceeueeenne - 88 -



INDICE DE ABREVIATURAS, ACRONIMOS E SIMBOLOS

ACP — Anticoccidial product

AB1 — Antibioterpia

Bro — Contetido cecal cor castanha
Bei — Contetdo cecal cor bege

CA — Analise de correspondéncias
C — Colunas

CBa — Score de Campylobacter spp.
Cas — Contetido cecal caseoso

Cor — Detecado de Coronavirus através do teste rapido
Cre — Conteudo cecal cremoso
Dim1- Dimensao 1

D1 — Dimensao 1

Dim2 — Dimensao 2

D2 — Dimensao 2

EUA — Estados Unidos da América

ELISA — Enzyme-Liked Immunosorbent Assay
Eco — score de Escherichia coli

Ent — score de Enterococcos spp.

Eim — Lesoes tipicas de Eimeria spp.

Env — Acesso ao exterior

Fig. — Figura



Hex — Spironuclues meleagridis (Hexamita meleagridis)
ISH — In-situ hibidization

Inf — Infamacgao

Liq — Contetdo intestinal liquido

L - linhas

Muc — Contetido intestinal mucoso

Mgg — May-grunwald-giemsa

Ndf — Alimento ndo digerido

Ooc — score de oocistos

OPG — Ocysts per Gram

Sof — Flacidez do intestino

Tri — Protozoarios da familia Trichomonadidae
Tou — Contetdo cecal duro

TGI — Trato gastrointestinal

WTe — Temperatura da agua

® — Marca registada



1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tem-se assistido a uma diminui¢ao do nimero das espécies
cinegéticas na Europa, afetando principalment a Perdiz-vermelha (Alectoris rufa) e o
Coelho-bravo (Orictolagus cuniculi). Supde-se que, tal facto, se deve a diminui¢cdo de
recursos naturais, excesso de predagdo, uso de pesticidas, pressdo cinegética e doencas
(Garcia-Abad et al.,2014). Assim, o recurso aos repovoamentos com espécies criadas em
cativeiro tornou-se um habito regular por parte das zonas de caca, representando uma
grande parte dos animais que hoje sdo abatidos no campo.

O principio de criar perdizes em cativeiro tem como objetivo produzir aves em
condi¢des controladas por forma a que os mecanismos fisioldgicos e os hdbitos adquiridos
durante todo o ciclo sejam reversiveis, e os animais uma vez libertados no campo sejam
capazes de sobreviver (Rodriguez-Ponga, 1994). A semelhanga da avicultura industrial,
a criagdo de aves cinegéticas (perdizes e faisdes, p.e.) € feita num sistema intensivo\semi-
intensivo em que o ambiente ¢ controlado, quase na totalidade. Estas formas de
exploragdes denominam-se de “Explora¢des Cinegéticas”.

As enterites parasitarias das aves cinegéticas sdo o problema que mais afeta os
produtores, requerendo uma constante vigilancia e prevencdo. A Coccidiose ¢ uma
doenga provocada pelo protozoario do género Eimeria, presente por todo o Mundo, sendo
extremamente importante na producdo animal, estando ligada a uma rutura no eixo
hospedeiro-ambiente-parasita, responsavel pela destruicdio do epitélio da mucosa
intestinal traduzindo-se numa diarreia cronica ou aguda e, raramente, hemorragica em
aves cinegéticas (Schrike, 1991c).

As enterites provocadas por protozodarios flagelados também representam um
papel importante, conseguindo-se distinguir, facilmente, parasitas da familia
Trichomonadidae e do género Hexamita.

A tricomonadidose caracteriza-se pela proliferagdo exagerada de parasitas desta
familia no tubo digestivo, com tropismo para os cecos, resultando numa diarreia clara
amarelada, por vezes liquida, asas tombadas e prostra¢ao (Schrike, 1991d). A hexamitose,
também devido a uma proliferacdo exagerada do parasita, caracteriza-se pela diarreia
liquida crénica, cloaca hiimida, penas ericadas e heterogeneidade no lote (Chatenet,
2014b).

A satde intestinal ¢ uma intrigante e complexa area combinando nutri¢do,

microbiologia, imunidade e fisiologia, sendo a chave para o crescimento, satide e bem-



estar das aves. Assim, e tal como em todas as aves de produgdo, ¢ importante manter a
satde intestinal, perceber como atuar de modo a promover a sua integridade e reduzir
fatores de risco.

Deste modo, para valorizar o estado de integridade intestinal em frangos surgiram
diversos métodos, sendo o método de avaliagdo de Maarten De Gussem um dos mais
eficazes (Garcia, 2017; Teirlink et al., 2011; De Gussem, 2010) e que consiste em avaliar
parametros macroscopicos do trato gastrointestinal, como: existéncia de timpanismo,
inflamacdo dos vasos sanguineos, flacidez, conteido anormal, fragilidade da parede
intestinal e ainda a existéncia, ou ndo, de alimento por digerir. Os resultados desta
avaliacdo determinardo o tipo de abordagem.

Neste ambito, utilizar alguns destes métodos em aves cinegéticas poderia ser
interessante, mas tendo em conta os diferentes sistemas de producdo e a falta de
bibliografia, a informacdo proveniente da avicultura industrial podera ndo ser Util para
aplicagdo em aves cinegéticas.

Surge entdo a ideia deste trabalho, que se prende na avaliacdo das alteracdes
intestinais macroscopicas, correlacionando-as com a informacdo parasitologica e
microbioldgica em cada segmento intestinal (duodeno, jejuno/ileo e ceco).

Assim, metodologicamente, procedeu-se ao seguimento de lotes de producdo e
execucdao semanal de necropsias desde a primeira semana de idade, aplicando-se um
protocolo integrado de parasitologia, microbiologia, fotografia e registo de alteragdes
intestinais, bem como recolha de informacdo relativa a mortalidade, tratamentos e

qualidade de 4gua.



1.1. OBJETIVOS DO TRABALHO

1.

Compreender o funcionamento do sector cinegético, com foco nas exploracdes de
Perdiz-vermelha em Franca e as fun¢des do Médico Veterinario na promogao da

sanidade animal;
Contextualizar as enterites em Perdizes e o seu impacto;

Estudar, caracterizar e registar alteragdes ao nivel do intestino em correlagdo com

a evolugdo da microbiota intestinal e existéncia de parasitas;
Melhorar o conhecimento de fatores de risco para as diferentes enterites;

Identificar possiveis medidas corretivas e preventivas no combate aos problemas

intestinais;

Criar uma base para o desenvolvimento de métodos de avaliacdo e diagndstico

mais praticos e uteis em situagdo de campo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A PERDIZ VERMELHA NA NATUREZA

2.1.1. Taxonomia e distribuicao

Pertencente ao reino animal, tipo vertebrado, classe aves, ordem dos galinaceos e
familia Phasianidae. Os animais desta familia caracterizam-se por um aspeto robusto e
compacto, com dimensdes muito diversas: as asas sdo curtas e arredondadas; patas
grossas, potentes e providas de quatro dedos com unhas; tarsos nus, com espordes que
sdo maiores nos machos; cabeca pequena (relativamente ao tamanho do corpo); bico
curto, forte e encurvado; levantam voo de forma “explosiva”; fazem posturas numerosas
¢ os ninhos sdo instalados no solo (Bega, 2005a; Costa et al., 2011).

Visualmente elegantes, os adultos apresentam o bico e patas vermelhos, colar de
cor negra e barras ou listas nos flancos, podendo apresentar cerca de 38cm de longitude
e 50 a 60 de envergadura (Vilanova, 1991). O peso pode variar entre 400 e 500 gramas
(Alonso de la Varga & Garcia-Abad, 2011). Os juvenis tém uma tonalidade creme
homogénea, com indicios de colar e listas nos flancos. Esta espécie caminha de forma
rapida no solo, voa em caso de extrema necessidade e se o fizer ¢ possivel ouvir um
vibrante bater de asas. Os voos sdo baixos e intercalados com alguns periodos de planado
(Costa et al., 2011). Percebe-se que a evolucdo da perdiz se refletiu em adaptacdes do
sistema Osseo € muscular para a fungdo de voo e paralelamente para a funcio bipede,
permitindo correr, saltar e escavar (Pérez, 1981a).

Provenientes do Paleértico ocidental, na zona Mediterranica, as perdizes do
género Alectoris sofreram um processo de especificacdo simpatrica, originando cinco
espécies diferentes: Alectoris melanocephala, Alectoris barbara, Alectoris graeca,
Alectoris chukar e a Alectoris rufa (Bega, 2005b).

Segundo a ITUCN red list (2016), a espécie Alectoris rufa ou Perdiz-vermelha tem
forte presenca na Peninsula Ibérica, ocorre também na Itilia, Alemanha, Franga e
Andorra. Foi introduzida no Reino Unido, Irlanda, Grécia, Nova Zelandia, Algéria e nas
ilhas dos Acores, Madeira e Canérias.

Esta ave cinegética de grande importancia socioecondmica ¢ também crucial a
nivel ecologico uma vez que desempenha um papel chave como presa (Duarte et al, 2014;

Moleoén et al., 2012).



2.1.2. Habitat e alimentacao

Pode considerar-se que as caracteristicas de um bom habitat incluem os recursos
alimentares, as caracteristicas climaticas, boa interagdo presa-predador-homem,
oferecendo lugares para refugio e alimentagdo (Bega, 2005d). Assim, e sendo a Perdiz
uma ave selvagem sedentaria, significa que detém a capacidade de responder a alteragdes
edafo-climaticas e permanecer na mesma zona durante todas as estagdes do ano, facto
que em outras espécies motiva a migragdo (Pérez, 1981a).

A perdiz apresenta dependéncia por terrenos agricolas, areas secas e também
pedregosas. As culturas cerealiferas de sequeiro (trigo, centeio e aveia p.e.) revelam-se
cruciais, no entanto a perdiz também tem aptidao para culturas leguminosas.

Entre outros fatores, Borralho et al. (1999) concluiram e referenciou alguns
topicos como importantes para o aumento da densidade da espécie: vegetacao “suja” nas
bordas de caminhos; trilhos; faixas de vegetacdo “suja” (arbustos p.e.) entre zonas de
cultivo; olivais como boa zona de alimentacdo e cobertura; zonas de pousio recente (1
ano, p.e) apresentando algum alimento (sementes) e cobertura; diversidade de planicies,
tanto baixas como montanhosas.

A alimentagdo esta limitada pelas caracteristicas naturais de cada zona e alteracao
entre estacdes. Tipicamente a perdiz adota uma alimentagdo fitéfaga, podendo também
recorrer aos frutos, folhas, raizes, flores e rebentos. Também ¢ possivel ser considerada
omnivora, uma vez que inclui sempre uma certa percentagem de seres invertebrados na
sua alimentacdo, especialmente os perdigotos nas primeiras semanas de vida (Vilanova,

1991; Bega, 2005c).
2.1.3. Comportamento

Mesmo sendo sedentaria, a Perdiz-vermelha apresenta diferentes estratégias de
vida em funcdo das alteracdes e desafios ambientais. Assim, podemos caracteriza-las ao
nivel do comportamento da seguinte forma:

- Acasalamento e nidificagdo: comecando no final de Janeiro e variando em
funcdo da latitude e longitude, os casais comegam a formar-se antes da separacdo
definitiva dos bandos invernais onde as rela¢des ainda nao estdo bem estabelecidas e
ainda se pode observar disputas entre machos. Apds a separacdo e em fungdo das
caracteristicas ambientais, a partir de Abril os casais comegam a formar os ninhos. A

incubagdo dura cerca de 23-24 dias (Gonzalez-Redondo et al., 2012) e a quantidade de



ovos pode variar entre 7 a 18 (Alonso de la Varga & Garcia-Abad, 2011) dependendo da
quantidade de alimento disponivel. Nao s6 a fémea, mas também o macho tem a
capacidade de incubar os ovos;

- Bandos Familiares: apds o nascimento dos perdigotos, os progenitores levardo a
cabo a criagdo e prote¢do dos mesmos. O niimero de perdigotos por casal no final do
Verdo pode variar entre 2 ¢ 9 em func¢do do tipo de zona e a sua gestdo (Alonso de la
Varga & Garcia-Abad, 2011). Jesus Nadal Garcia (1998) referenciou que durante o
primeiro més de vida desaparecem mais de metade dos perdigotos e no fim do segundo
més apenas sobrevivem 21%;

- Bandos invernais: comegando no Outono e conforme a escassez alimentar os
bandos comecam a agrupar-se e concentrar-se em zonas de maior qualidade (alimentacao,
refugio, etc.).

De acordo com a etapa do ciclo bioldgico, pode assim perceber-se que as
diferengas no comportamento da Perdiz-vermelha oscilam em fun¢do da qualidade do

habitat, disponibilidade alimentar e pressao predatoria e cinegética.

2.1.4. Situacao atual

A situacgdo atual da Perdiz-vermelha ¢ de escassez, sendo numerosos os fatores
que influenciam as suas populacdes. Mufioz (2013) apontou como principais fatores:

- Desaparecimento do habitat idoneo para a espécie como os pequenos cultivos de
cereal (trigo, centeio, aveia), de largo ciclo, com colheita depois da cria dos perdigotos;

-Desaparecimento de zonas de pousio (para aliviar a pressdo agricola sobre o
terreno), onde a nidificagdo podera ter lugar;

-Desaparecimento de muitas margens de caminhos, ribeiras e separagdes de
terrenos através de vegetacdo. Podendo ser lugar de cria e refugio para a espécie;

-Aplicagdo de fitossanitarios organoclorados, herbicidas e fertilizantes em vinhas,
olivais, pastagens e outros cultivos o que leva a um grande impacto na fertilidade das
perdizes, bem como na quantidade de insetos no terreno, sendo um dos principais
componentes de alimentacao dos perdigotos;

- Elevada pressdo de cagadores e predadores naturais, dada a escassez do coelho-
bravo (Oryctolagus coniculus);

- Elevada presenca de gado, sobretudo bovinos, que pisam ninhos e pastam em

zonas de refigio e nidificagdo da perdiz;



- Incremento de populacdes de predadores, como o Saca-rabos (Herpestes
ichneumon), Toirdo (Mustela putorios), Raposas (Canis vulpes), Javalis (Sus scrofa),
Pega-rabuda (Pica pica) e Charneco (Cyanopica cyanus) que destroem os ninhos de
perdiz e outras aves cinegéticas.

Perante uma redu¢do abrupta no nimero de exemplares disponiveis para cagar, e
face a importancia que os cacadores depositam na drea cinegética, o recurso aos
repovoamentos, com espécies criadas em cativeiro, surge como a solugdo mais facil. Esta
situacdo revelou-se, ao longo dos anos, bastante controversa uma vez que levanta
inameras questdes em relagdo a adaptabilidade dos animais no terreno, sendo alvo de

inimeras discussoes e investigacdes.

2.2 CRIACAO DA PERDIZ VERMELHA EM CATIVEIRO

Do ponto de vista historico, segundo Sanchez et al., (2009), o inicio da producao
cinegética em Espanha ndo ¢ recente, tendo-se iniciado entre 1949 e 1959. Ja segundo
Schricke (1991b), as primeiras tentativas de criar caga em cativeiro em Franga e Inglaterra
terdo comegado por volta da segunda metade do século XIX, ganhando real importancia
apos a segunda guerra mundial, com posterior disseminagao pelo resto da Europa.

Em termos numéricos, Etiene Schricke (1991a) relatou que na altura s6 em Franga,
mais de 10 milhdes de aves cinegéticas (principalmente faisdes) entravam anualmente no
mercado e mais recentemente Vallance (2006) reportou que a produgao anual de perdizes
era de 15 milhdes. Em relag@o a realidade espanhola, estima-se que, anualmente sejam
libertadas mais de 4 milhdes de perdizes (Gortazar et al. 2000; Garrido, 2002; Millan et
al. 2003; MAPA, 1993; Millan, 2001) ¢ no Reino Unido cerca de 10 milhdes (Millan,
2009). A informacdo relativa a produgdo portuguesa € escassa, no entanto informagoes
oficiais de 2003 apontavam para a introduc¢do de 1 milhdo de perdizes criadas em cativeiro
(Silva, 2004).

Consegue assim perceber-se a importancia econémica da criagdo de espécies
cinegéticas em Portugal, Espanha, Franca e Inglaterra.

A criagdo de espécies cinegéticas em cativeiro difere completamente da criacao
de outras espécies (frango p.e.) pois as exigéncias em termos de adaptabilidade, robustez,
rusticidade e capacidade de procriacdo tém de ser semelhantes as das espécies selvagens.
Assim, pressupde-se que serdo requisitos para uma boa exploracdo, a qualidade genética,

maneio e infraestruturas (Borges, 2007).



As exploragdes cinegéticas sao habitualmente de ciclo completo, compreendendo
todas as fases de producdo (multiplica¢do, incubagdo e criacdao). No entanto, como foi
possivel compreender durante o presente trabalho, quando a dimensao de uma exploracao
¢ mediana ou pequena havera a possibilidade de comprar os animais com um dia de idade

vindos de outra exploracdo (evitando custos de reproducgdo e incubacao).

2.2.1 Reproducgio
2.2.1.1 Instalagdes para reprodutoras

Habitualmente as instalagdes para reprodutoras estdo em ambiente exterior,
coberto ou ndo com rede, albergando reprodutoras que se agrupam em pares no interior
de jaulas. As mesmas estdo dispostas em grupos de 4\6 em fileira chegando até mais de
40 alinhadas, formando vérias filas de jaulas num sé espago.

Todo o local de reprodugdo devera ser bem delimitado e isolado com estrito acesso
a pessoas e outros animais.

No que concerne a jaula em si, alberga uma sé fémea reprodutora, uma vez que as
perdizes sdo monogamicas, tendo por medidas gerais: 70 a 150 cm de comprimento, 40 a
50 cm de largura, paredes em metal com cerca de 30\40 cm de altura para evitar que um
casal veja outro (Mundz, 2013). As jaulas sdo cobertas com uma rede ou malha, para que
a fémea possa receber luz solar direta. A base de contacto com as perdizes sera em grade
metalica para permitir uma eficiente e higiénica eliminagdo de fezes e ao mesmo tempo
inclinada para que os ovos rebolem para uma zona de dificil acesso por parte da perdiz,
evitando a conspurca¢do e destrui¢ao do ovo (ovofagia). Isto facilita a recolha diéria de
ovos uma vez que esta zona ¢ de facil acesso pelo pessoal.

O interior das jaulas ¢ composto por um comedouro e bebedouro, com
disponibilidade ad libitum na altura produtiva.

Neste método de produgdo ¢ necessario ter em conta o bem-estar das aves,
requerendo constante vigilancia principalmente aquando da formagdo de pares, sendo
possivel observar certos comportamentos de agressividade: picacismo, competicdo por

espago e “head tilt”, principalmente por parte do macho (Alonso et al., 2012).



2.2.1.2 Maneio reprodutivo e postura

O comego dos cios pode ser observado entre Janeiro e Fevereiro, em fun¢do da
latitude (Mufioz, 2013), sendo possivel encontrar alguns animais adiantados ou
desfasados. Assim, € possivel ter posturas ja em Fevereiro ou em Margo, estando bastante
antecipada em relacdo a uma perdiz no campo, prolongando-se até meados de Julho
(Pérez, 1981b). Nao obstante, a perdiz ¢ muito dependente do clima, alimentagdo e
fotoperiodo, sendo possivel observar algumas diferengas entre exploragdes.

Pode perceber-se que a época de postura, habitual e transversal a um grande
niamero de exploracdes serd entre Fevereiro e Junho. Este facto foi comprovado, em
machos, por Santiago-Moreno et al. (2015) uma vez que observou maior quantidade de
ejaculado espermatico entre os meses de Margo e Maio, com reduzidas quantidades nos
meses antecedentes e seguintes, tendo também observado um pico méaximo de
testosterona entre os meses de Margo e Abril. Na mesma 6tica, Gonzalez-Redondo (2006)
comprovou que 0s ovos com maiores taxas de nascimento e fertilidade provieram de
posturas em Marg¢o.

Em termos de ritmo circadiano, fotoperiodo e sexualidade, de uma forma
transversal entre o macho e a fémea, pode-se considerar que o hipotadlamo desempenhe
um papel chave. Dos ntcleos neurosecretores do encéfalo chegam, ao lobo posterior e
também anterior, oxitocina e arginina, cuja transferéncia parece ser influenciada pela
luminosidade (Pérez, 1981c). A forma como a luminosidade atua sobre o organismo ¢
bastante complexa, mas sabe-se que estimula a funcdo procriativa favorecendo a
transformagdo da provitamina D em vitamina D que tem um papel importantissimo na
produgdo de esteroides (Pérez, 1981d).

Tendo em conta a dependéncia pelo fotoperiodo, a performance reprodutiva
poderd ser maior sobre protocolos de luminosidade artificial (Gonzélez-Redondo, 2006)
para estimular a atividade sexual e adiantar o inicio da postura em Fevereiro,
incrementando a produc¢ao (5-10 ovos por casal) (Mundz, 2013).

No que concerne ao horario de luz didrio (natural + artificial) deverd estar
compreendido entre 14h e 17h e o incremento diario ou semanal deverd ser tanto ao
amanhecer, como entardecer (Pérez, 1981¢e; Gonzalez-Redondo 2006; Muioz, 2013).

E possivel dizer que a postura anual de uma perdiz-vermelha pode alcangar cerca
de 25 a 50 ovos, em fungdo da luminosidade, alimentagdo, sanidade ¢ latitude (Mufoz,

2013).



O pico produtivo ¢ alcangado aos 2 anos de idade e aos 3 a postura entra em
regressao, pelo que se aconselha manter um casal até ao 3° ano de idade (Fronte, 2010).

Em 2010, Mourdo et al. confirmaram, no norte de Portugal, o referido
anteriormente (53 ovos por fémea com 2 anos) e ainda que apos o segundo ano de idade,
para alem de reduzirem a produgdo (46,6 ovos), comecam a pdr Ovos mais pequenos e
leves (<17,6g), com consequente redugdo da taxa de eclosio.

Os parametros zootécnicos mais importantes a ter em conta na produgdo de ovos
sdo a taxa de eclosdo (racio entre o total de ovos e os eclodidos), taxa de fertilidade (racio
entre o total de ovos postos e os embrionados) e a quantidade de ovos por fémea.

Estes dados poderdo variar muito em fung¢do dos pardmetros anteriormente
referidos (principalmente idade) mas de um modo geral, pode ter-se em conta que a
fertilidade rondara os 80% ¢ a taxa de eclosao os 75% (Gonzalez-Redondo, 2006; Fronte
et al., 2010; Mourao et al., 2010).

Em relacdo aos ovos, podem classificar-se através de parametros morfolégicos ou
peso. Assim, no que toca a morfologia, ¢ possivel encontrar ovos com manchas grandes,
manchas pequenas, manchas grandes e pequenas e descolorados. Em relagdo ao peso, ¢
possivel diferenciar 4 tipos de peso: 12-16g, 16-18g, 18-22g e maiores que 22g. Os ovos
com maior possibilidade de incubar sdo os maiores, pigmentados e brilhantes (Pérez,

1981b).

2.2.1.3 Maneio do ovo

O maneio do ovo fértil desde a postura a eclosdo desempenha um papel chave.
Tanto as condigdes ambientais de conservagdo como de incubacdo (temperatura,
humidade relativa, concentragdo em CO;, posicionamento, entre outros) influenciam a
viabilidade do embrido, ritmo de desenvolvimento, taxa de eclosio e vigor dos

perdigotos, podendo dar énfase aos seguintes passos:

2.2.1.3.1 Recolha e selecdo

Nas 3 horas seguintes ap0s a postura a cdmara de ar forma-se, uma vez que 0 ovo
se esfria e seca, provocando uma contracdo do contetido, permitindo a entrada de ar pelos
poros da casca. Esta etapa ¢ de grade importancia, uma vez que se o ovo estiver com a
superficie contaminada podera permitir a entrada de microrganismos e consequente

infecdo. Por este motivo, recomenda-se fazer a recolha dos ovos no minimo 2 vezes por
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dia, para que se proceda a uma rapida selecdo dos ovos, limpeza e fumigagao (Cancho,
1991; Separas, 1992).

A recolha dos ovos devera ser feita sempre a mesma hora e pela mesma pessoa,
de modo a provocar o minimo st¢ress possivel nas aves. Os ovos devem ser selecionados
em cestos em fun¢do da contaminagdo (Cancho, 1991).

Apos a recolha, os ovos devem sofrer triagem, eliminando ovos paridos ou com
fissuras, muito sujos, despigmentados e prematuros. Este processo vai evitar incubar ovos
infetados e diminuir o incremento de germes, que por vezes resulta em explosdes,
provocando disseminac¢do de microrganismos pela incubadora (Cancho, 1991; Separas,

1992).
2.2.1.3.2 Fumigacao

A fumigagdo € um processo que decorre a seguir a recolha e sele¢do, cujo objetivo
¢ diminuir a carga microbiana. Desta forma, deve ser efetuado antes da formacdo da
camara de ar, para diminuir a passagem de microrganismos através dos poros (Cancho,
1991). Este processo ¢ efetuado numa camara especifica, onde os ovos se dispdem sobre

bandejas (Saperas, 1992).

2.2.1.3.3 Conservacao

Esta etapa ¢ de grande importadncia uma vez que os produtores de perdizes
necessitam de armazenar os ovos até que reinam um numero consideravel para encher
uma camara incubadora. Para esta etapa ¢ necessario controlar essencialmente 3 fatores:
temperatura, humidade e tempo (Cancho, 1991)

O armazenamento de ovos férteis deve ser acompanhado de uma regulagdo
adequada da temperatura e humidade relativa na cadmara, para que haja desenvolvimento
embriondrio e evitar a desidratagdo, respetivamente. Assim, deve-se ter sempre em conta
que o mau maneio ao nivel do armazenamento poderd levar a perdas embrionarias (Garcia
Martin & Dalmau, 2003)

No que concerne a valores, na maior parte das exploracdes, rondam os 10-15 dias
(Pérez, 1981b). No entanto, Gonzalez-redondo (2010) demonstrou que ¢ possivel
conservar ovos férteis de perdiz-vermelha até 28 dias a 15°C e 80% de humidade relativa,
sem perda de taxa de eclosdo. Ja outros autores, como Cancho (1991) e Garcia Martin &
Dalmau (2003) apontam para um ajuste de valores em funcdo do tempo: 20°C para ovos

armazenados até 3 dias, 13-16°C para ovos armazenados até cerca de 7 dias e 11-12°C
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para ovos armazenados acima de 7 dias. Em relacdo a humidade relativa, estes autores

apontam para valores na casa dos 65, 70 e 85% respetivamente.

2.2.1.4 Incubacio

Antes de introduzir os ovos na incubadora, procede-se ao pré-aquecimento dos
mesmos, deixando-os a temperatura ambiente na sala de incubagao (20-25°C) durante 8-
12h. Este procedimento vai evitar a condensagdo de gotas de agua na superficie do ovo,
que se produz ao introduzir ovos frios (12-15°C) dentro da incubadora (37,8°C) (Saperas,
1992).

Como referido anteriormente, a dura¢do da incubagdo nesta espécie varia entre 23
e 24 dias (Gonzalez-redondo et al., 2012; Llaurad6, 1987; Cancho, 1991), ainda que se
possam observar nascimentos desde o dia 21,5 até ao dia 26 (Gonzalez-redondo et al.,
2012). As diferengas nestes valores poderdo estar relacionadas com os reprodutores,
exploragdo origem, maneio do ovo e incubacao.

A maior parte dos autores defende que os ovos devem ser mantidos na incubadora
até aos dias 20-21 (Pérez, 1981b; Gonzalez-redondo et al., 2012; Llaurado, 1987; Saperas,
1992; Cancho, 1991), antes de serem colocados na eclosora, no entanto Goémez-de-
Travecedo (2014) no sul de Espanha demonstrou que manté-los até ao dia 22 a
temperatura de 37,8°C poderd ser benéfico resultando em incubagdes mais curtas e
sincronas.

Neste local a temperatura devera ser de 37,8°C e a humidade relativa de 50-60%
(Saperas, 1992, Cancho, 1991, Pérez, 1981b), com constante ventilagdo para que haja
renovagdo do ar e um sistema de viragem dos ovos (45° a cada 30-120 minutos, no
minimo até ao dia 20) (Mufoz, 2013; Gonzélez-Redondo & De la Rosa Sanchez, 2009).
Este ultimo, permite mimetizar a rotacdo periddica que a fémea exerce nos ovos,
favorecendo a mobilidade das estruturas internas e, assim, evitar que o embrido adote
posturas incorretas que poderdo provocar aderéncias e deformacdes (New, 1957).

As incubadoras mais usadas e modernas fornecem oxigénio, temperatura e
humidade relativa de forma controlada e automatica (Pérez, 1981b; Mufioz, 2013).

Ap0s esta etapa, os ovos deverdo ser transferidos para uma camara especifica,
denominada “eclosora” ou “camara de nascimento”, uma vez que ird finalizar o processo
de incubagdo, onde poderdo ficar até 4 dias. Para potenciar a eclos@o este ambiente iré ser

diferente da incubadora em varios aspetos, tais como:
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- Diminuicdo da temperatura: 37,2-37,5°C (Saperas, 1992; Llaurado, 1987) para
compensar o calor extra provocado pelo aumento do metabolismo do embrido;

- Aumento da humidade relativa (Llaurad6, 1987) para facilitar a rotura da casca (Cancho;
1991; Muiioz, 2013).

- Aumento da renovagao do ar para secar a pluma e fazer face as necessidades em oxigénio
(Cancho, 1991, Munoz, 2013).

- Parar de voltar os ovos (Mufioz, 2013).

Assim, com cerca de 14g de peso (Gomez-de-Travecedo, 2014), apos nascidos e

secos, os perdigotos devem ser retirados e transportados para os locais de criagdo.

2.2.2 Criacao e Venda

Nas exploragdes cinegéticas os métodos de producao assemelham-se em grande
parte a avicultura industrial, desta forma ¢ importante referir que o uso do método “tudo-
dentro tudo-fora” ¢ imperativo. Assim, o objetivo de uma exploragdo sera obter
incubagdes de grande nimero, no menor tempo possivel e animais homogéneos entre si,
para que possam ocupar o maior nimero de setores de criacdo de uma s6 vez (Fernandez,
1998).

No entanto, devido a sua pequena dimensao, algumas exploragdes ndo conseguem
alcancar este objetivo, tendo como consequéncia principal a existéncia de lotes com
animais de diferentes idades (“multi-idades”) repercutindo-se sempre na qualidade dos
animais.

Outro fator, que nunca se pode esquecer neste tipo de producdo, € que o objetivo
principal dos animais ¢ a libertagdo na natureza para caca e, por este motivo, sdo
necessarios animais com caracter asilvestrado. Este fato ird influenciar todo o processo
uma vez que o produtor tem de eliminar ao maximo o contacto entre o humano e os
animais dificultando todo o maneio (Fernandez, 1998). Deste modo ¢ possivel
compreender que a componente de bem-estar animal € crucial, devendo ser bem gerida e
pensada em todas as agdes a tomar (medicag¢des, manutencao, recolha de cadaveres, etc).

No que diz respeito a criagdo, podemos definir trés etapas importantes: primeira
idade (dia 0 até a 3% semana), segunda idade (3* semana até 7%) e adultas ou preparagio

para a venda (Soyez, 1991). Em Portugal a venda ¢ geralmente em adulto, no entanto, em
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outros paises a venda ¢ feita muitas vezes em idades juvenis (Franca e Inglaterra p.e).
Informagdes relativas ao preco sdo escassas, no entanto dados nio oficiais apontam para
um custo médio de 7,5€ para uma perdiz adulta.

A definigdo de etapas, tendo em conta as idades, poderd ser mal interpretada, uma
vez que na pratica apenas interessa saber quando ¢ que ¢€ necessario efetuar mudangas no
ambiente. As instalacdes diferem de produtor para produtor, em fun¢do da sua
necessidade, desde cabanas, antigos pavilhdes de avicultura industrial e instalagdes
especificas para espécies cinegéticas. Neste capitulo serd explicado o maneio e criagdo da
perdiz no modelo mais comum em Portugal. Assim, no que concerne as instalagdes,

podemos definir 3 areas (Borges, 2007):

2.2.2.1 Salas aquecidas

Chdo em cimento, medidas variaveis (p. e. 15-20 m?), paredes com bom
isolamento e superficies de facil limpeza. O aquecimento podera ser feito através de gas
ou eletricidade, consistindo em lampadas com uma campanula por cima suspensas a uma
altura de 0,7-0,8 m (Borges, 2007). A cama podera ser de varios tipos de material, sendo
as raspas e a palha os mais interessantes (Soyez, 1991). Neste local sdo colocados os
perdigotos de primeiro dia, que devem chegar com a sala ja aquecida e dgua fresca, estes
dois objetivos poderdo ser inversamente proporcionais uma vez que quando se aquece o
ambiente, também se aquece as linhas de agua, no entanto através de um “flushing” das
tubagens alguns minutos antes da chegada dos perdigotos podera ser o suficiente (Lopez,
2016)

Nas primeiras semanas, dada a baixa emplumacdo e consequente défice na
termorregulacdo, os perdigotos necessitam de estar confinados num espago restrito
(circulo) que lhes permite estarem mais préximos da fonte de calor, dos bebedouros e dos
comedouros. (Borges, 2007; Soyez, 1991; Fernandez, 1998), evitando-se amontoamentos
por frio, calor ou stress. Este circulo ird abrir-se gradualmente em funcdo do tamanho e
comportamento dos animais, até que nao seja necessario.

Nesta fase a densidade aconselhada sera de 30-50 perdigotos por metro quadrado,
com redugdo gradual de 20 sujeitos por m? até a 6* semana (Fernandez, 1998; Soyez,
1991; Borges, 2007).

A temperatura ambiente nos locais de cria deverd rondar os 20-25°C (Muiioz,

2013; Borges, 2007), no entanto, debaixo dos focos de calor a temperatura deve ser no
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primeiro dia cerca de 35-37°C com reducdo de 2-3°C por semana até atingir os 17-18°C
na sétima semana (Pérez, 1981f). A humidade relativa devera situar-se entre 60 e 70%
(Pérez, 1981f). A termorregulagdo ¢ também influenciada pela atividade dos animais
(correr, raspar, alimentar) que permite um aumento da temperatura corporal (Pérez,
1981f), assim € muito importante que a luminosidade nos primeiros 15-20 dias seja tanto
diurna como noturna (Mufioz, 2013), evitando que os animais parem a atividade devido
a escuriddo, traduzindo-se em amontoamentos. Também sera importante referir que a
luminosidade devera ser ténue (Soyez, 1991) e de preferéncia branca-azulada (Pérez,
1981f) para que ndo estimule em demasia a atividade dos animais (stress) e mimetize a

luminosidade da natureza.

2.2.2.2 Pré-Parques

Sdo pequenos parques (20-30m?) contiguos a sala aquecida, que tém como
principal fun¢do a adaptagdo dos animais a temperatura ambiente e a passagem ao parque
de voo (Borges, 2007). A passagem para esta zona esta descrita por alguns autores as 6
semanas, no entanto, dever-se-a ter em conta se a evolucao dos animais estd a acompanhar
as mudancas no ambiente. Assim, é importante perceber quando ¢ que os animais

necessitam de mais espago e se a variagdo térmica ira ser tolerada.

2.2.2.3 Parques de voo

Constituem o ultimo elemento de mudanga no ciclo de produg¢ado da perdiz, tendo
por caracteristicas ser uma zona em forma de retangulo com um comprimento de cerca
de 100 m por 6m de largura e uma altura que ronda os 2,5m (Borges, 2007). Nesta etapa,
as perdizes poderdo experienciar o maximo de espago possivel (1-3 m? por ave), para que
haja um constante treino do voo e preparagao para a libertacao (Borges, 2007; Fernandez,
1998). Serd importante referir que a medida que os animais crescem, o racio de pontos de
alimentagdo/animal devera alterar, com o objetivo final de proporcionar um bebedouro

por 100 animais e um comedouro por 75 animais (Mufioz, 2013).
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2.3 DOENCAS INTESTINAIS DA PERDIZ-VERMELHA
2.3.1 Coccidiose

Eimeria spp., conhecida desde o final dos anos 1800 (Railliet & Lucet, 1890;
Salmon, 1899), ¢ responsavel por uma das doencas mais importantes na avicultura com
distribuicdo Mundial, a coccidiose (Schricke, 1991¢).

Infeta varias classes de vertebrados, sendo um grande e complexo grupo de
parasitas intracelulares obrigatorios do filo Apicomplexa, com especial tropismo para as
células epiteliais do intestino das aves. No entanto, ¢ importante referir que Eimeria spp.
raramente causa doenca em animais selvagens, sendo que animais sob stress € ndo
saudaveis poderdo estar mais predispostos (Yabsley, 2008). Este ultimo argumento
revela-se de extrema importancia na tematica presentemente abordada, uma vez que a
perdiz ¢ um animal selvagem, que ao ser criado em cativeiro ird estar imperativamente
em condicoes de stress.

Em aves de caca, principalmente na perdiz, a coccidiose € bastante problematica,
sendo um dos maiores entraves a producdo e venda (Gibbs & McDougald, 2008).
Representou nos anos 80 cerca de 20% dos diagnosticos feitos por necropsia no Reino
Unido e Franga (Schricke, 1991c), podendo atingir mortalidades que rondam os 50%
(Bolognesi et al., 20006).

Waldenstedt et al. (2004) estimou que, na avicultura industrial na Suécia, as pedas
econdmicas devido a esta doenga atinjam 2,3 bilides de euros, sendo que 70% deste custo
estava associado a forma subclinica da doencga a qual se reflete na diminui¢do do ganho
médio diario e aumento do indice de conversdo. Este custo em perdizes ndo estd bem
definido, no entanto Keifer & Reines (1983) relataram, nos EUA, que a perca anual por
coccidiose em perdizes chucar, sem tratamento, era aproximadamente 2,5 milhdes de

dolares.

2.3.1.1 Etiologia

E um protozoario unicelular do género Eimeria, da familia Eimeriidae, ordem
Eucoccidiorida e filo Apicomplexa, sendo a coccidia mais comum dos galiformes que
podera ser diferenciada das outras através dos seus caracteristicos oocistos que contém 4

esporocistos, os quais albergam 2 esporozoitos cada (Yabsley, 2008).
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Eimeria spp. € um parasita espécie-especifico (Chatenet, 2014a; Gibbs, 2008;
Yabsley, 2008; McDougald & Fitz-Coy, 2008), embora que hajam algumas excegoes,
como o exemplo de Eimeria dispersa que poderé infetar galinhas, perus, perdiz-chucar e
faisdes (Doran, 1978; Long & Millard, 1979).

Em perdizes vermelhas conhecem-se trés espécies de Eimeria: E. kofoidi, E.
caucasica e E. legionensis. Sio morfologicamente proximas e a sua distingdo ¢ dificil,
ndo sendo praticada com frequéncia. Ademais, sabe-se que infe¢des com uma s6 espécie
sdo raras em situagdo de campo, pelo que ¢ muito frequente encontrar associagdes de

espécies (Chatenet, 2014a, Naciri et al., 2014).

2.3.1.2 Ciclo de vida

As coccideas tém um ciclo de vida direto, completando a fase sexuada e assexuada
no interior do mesmo hospedeiro (células epiteliais do intestino), podendo fazer a
transmissdo de um individuo para outro sem que haja um vetor ou hospedeiro
intermediario (Yabsley, 2008).

O primeiro passo do ciclo de vida deste parasita ¢ a esporolacdo, que se da no
exterior ap6s expulsdo do oocisto pelas fezes, onde os esporocistos e esporozoitos sao
formados. Esta fase ¢ condicionada pelo ambiente (temperatura, oxigénio, luz p.e.) e
marca a passagem do oocisto a um modo infetante. De seguida, assim que seja ingerido,
alteracdes fisicas e quimicas no trato gastrointestinal vao permitir que o oocisto roture e
liberte os esporocistos, que por sua vez irdo libertar os esporozoitos (Yabsley, 2008;
McDougald & Fitz-Coy, 2008; Guérin et al, 2011a).

Os esporozoitos penetram nas células epiteliais do intestino e converter-se em
trofozoitos, estes reproduzir-se-ao assexuadamente dando origem a merontes, que mais
tarde se transformardo em merozoitos que causam a rotura celular e poderdo invadir
outras células iniciando um ciclo novo. A esta via de reprodu¢do assexuada da-se o nome
de merogonia, a qual pode ser perpetuada por mais que uma geragdo através dos
merozoitos (tipo I ou II), no entanto os mesmos poderdo comegar uma via de reproducao
sexuada, mais conhecida como gametogonia (Yabsley, 2008).

Na gametogonia, os merozoitos ddo origem a macrogametocitos (células fémea)
e microgametocitos (células macho), que mais tarde maturam transformando-se em
macrogametas (célula unica) e microgametas flagelados (varios), respetivamente. A

fertilizacdo dé-se apds migragdo por parte dos microgametas até as células onde estdo os
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macrogametas, invadindo-as (Yabsley, 2008; McDougald & Fitz-Coy, 2008;). Assim que
fertilizado, um macrogameta desenvolve uma parede externa, dando origem a um oocisto,
que sera eliminado nas fezes (Yabsley, 2008; Guérin et al, 2011a).

Viérios estudos tém sido levados a cabo de modo a perceber as particularidades
desta doenca em perdizes, pelo que de um modo geral, para as 3 espécies, o periodo pré-
patente € de 5 dias, no entanto o periodo patente parece persistir por varios dias (mais que
10) e em alguns casos nunca cessa (Naciri et al.,2011; Naciri et al., 2014). Esta extensdo
do periodo patente gera uma alta contaminagdo ambiental, que poderd explicar a

peculiaridade da coccidiose em perdizes.

2.3.1.3 Sinais clinicos

Surgem como sinais clinicos mais comuns a prostracdo, perda de peso, diarreia,
olhos meio-fechados e eventualmente mortalidade (Chatenet, 2014a; Naciri et al, 2014).
A diarreia poderd tomar diferentes aspetos e cores, podendo ser mucoide, liquida,
esverdeada e amarelada. A existéncia de sangue e pseudomembranas também pode ser
observada em alguns casos (Naciri et al., 2014)

No que concerne a mortalidade, Naciri et al. (2014) demonstrou que as
percentagens mais elevadas correspondem a infe¢cdes multiplas, sendo que as triplas
revelaram extrema importancia (28%) face as duplas (4% e 11%). Neste mesmo estudo
foi possivel concluir que infe¢des unicas poderdao demonstrar patogenicidade, em especial
por E. legionensis, sem causar mortalidade significativa. No entanto, o mais frequente em
campo serdo infegdes multiplas que pioram os sinais clinicos sem que haja um aumento

das lesoes e excreg¢ao de oocistos.

2.3.1.4 Patogenia

De acordo com os dados reportados pelos artigos acima citados, consegue-se
perceber que, tal como em outras espécies (galinhas e perus p.e.), as lesdes e alteragdes
no intestino diferem de espécie para espécie deste parasita. Assim, foi bem entendido que
E. kofoidi e E. caucasica atingem o intestino delgado, gradualmente, desde o duodeno até
ao ileo, enquanto que E. legionensis invade o ceco. O efeito de E. caucasica na

performance dos animais parece ser mais curto e precoce, no entanto, mais forte que E.
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kofoidi. Sera também importante salientar que parece haver um efeito sinérgico em
infe¢des provocadas pelas duas espécies, aumentando os efeitos adversos. (Naciri et al.,
2014).

Noutro estudo levado a cabo por Naciri et al. (2011) observaram-se e registaram-
se lesdes e alteragdes ao nivel do intestino provocadas por cada um dos 3 parasitas em
separado. Foi interessante perceber que as lesdes por E. kofoidi parecem ser reminiscentes
de E. acervulina nas galinhas (focos nercréticos esbranquicados que podem ser
observados na superficie da mucosa ou através da serosa), enquanto que lesdes
provocadas por E. caucasica ddo uma tonalidade rosada/avermelhada a superficie da
serosa onde poderdo ser observadas petéquias e falsas membranas. Ja ao nivel do ceco,
para o qual E. legionensis tem tropismo, foram observados nddulos caseosos de varios
tamanhos, parede intestinal espessada e edematosa e uma tipica inflamagao catarral.

Nao se percebe bem porque ¢ que diferentes espécies tém tropismo para diferentes
locais, no entanto pensa-se que certas moléculas na superficie das células epiteliais agem
como recetores ou zona de reconhecimento para invasdo por parte dos esporozoitos
(Vervelde et al.,1993). O posterior desenvolvimento dos esquizontes leva a rotura e morte
da célula, traduzindo-se em lesoes tipicas, como por exemplo as de E. kofoidi (Chatenet,

2014a).

2.3.1.5 Diagnostico

O diagnédstico de coccidiose estd dependente da detecdo e identificacdo de
oocistos em amostras de fezes e transversalmente pela existéncia de sinais clinicos e
lesdes observadas na necropsia. As amostras poderdo ser recolhidas de animais vivos
(fezes na cama) ou durante a necropsia (Yabsley, 2008).

Um dos métodos mais basicos e simples € o score de lesdes, tendo em conta que
algumas espécies produzem lesdes tipicas em lugares especificos, como anteriormente
descrito, onde se considera que a severidade destas ¢ proporcional & quantidade de
oocistos (McDougald & Fitz-Coy, 2008). Um dos métodos mais utilizados em avicultura
industrial é o de Johnson e Reid (1970).

Dos métodos coprologicos, principalmente em aves cinegéticas, pode salientar-se
0 scoring microscopico, que consiste na simples observacao ao microscopio das amostras
fecais entre a lamina e a lamela, pelo que neste método, serd importante analisar 3/4 partes

do intestino em separado (duodeno, jejuno/ileo e ceco) (Shericke, 1991; McDougald &
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Fitz-Coy, 2008). Outro método, bastante utilizado em avicultura industrial ¢ a contagem
de oocistos por grama de fezes (OPG) através da cdmara de MacMaster, onde se poderdo
utilizar amostras recolhidas da cama dos animais. Este método parece ndo ter uma boa
relacdo com o impacto do parasita na performance do bando e requer muita experiéncia
na diferenciagdo dos oocistos (De Gussem, 2007).

Outros métodos que, embora ndo adaptados a espécies cinegéticas, estdo
disponiveis na avicultura, sdo por exemplo os bioquimicos e moleculares, onde se
encontram as técnicas de Polimerase Chain Reaction (PCR), analise Southern Blot e
diversos tipos de eletroforese (Morris & Gasser, 2006) e os tecnologicos, como ¢ o caso
do Coccimorph, baseado num programa inovador que através de véarios algoritmos
identifica espécies de Eimeria spp. por foto (Gruber et al., 2007).

Especificamente em perdizes, os métodos de diagnostico ndo estdo avangados,
pelo que o mais frequente em laboratorio € o scoring microscopico (observacdo semi-
quantitativa de oocistos) de cada segmento intestinal, que ird apenas dar uma apreciagao
da carga parasitaria (McDougald & Fitz-Coy, 2008). Isto, em jun¢do com a observagao
detalhada das lesdes anteriormente referidas, permite uma boa aproximagdo ao
diagnéstico. Como anteriormente referido, as infe¢cdes em situagdo de campo sdo na maior
parte das vezes multiplas, pelo que ndo hd um grande interesse pratico em fazer uma
detalha distingdo das espécies.

No entanto, a observagdo do tamanho dos oocistos, cor, forma, espessura da
parede e os seus constituintes (micropilo, granulo polar e residuum) poderdao ajudar na

identificacdo, uma vez que apresentam bastantes diferencas entre si (Naciri et al., 2011).

2.3.1.6 Tratamento e controlo

Para o controlo da coccidiose estdo disponiveis poucas opgdes: os produtos
terapéuticos (uso em casos agudos), coccidicidas ou coccidiostaticos (quimioprevencao),
vacinas e produtos alternativos.

Dentro das medidas mais corretas, encontra-se a vacina que, ao contrario dos
frangos, ndo estd disponivel para aves cinegéticas, e os produtos alternativos, como
extratos de plantas ou acidificantes, que parecem ter uma resposta apreciavel, mas nao

muito forte (Chatenet, 2014a). Oviedo-Rondon et al. (2006), com recurso a analises
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genéticas da microflora intestinal demonstrou que a suplementacdo de d6leos esséncias
podera modular a microflora evitando alteragdes abruptas apds infecdo por coccidias.

Os produtos terapéuticos sdo, como anteriormente referido, para uso em casos de
coccidiose clinica e as moléculas disponiveis sdo apenas 3: toltrazuril, amprolium e
sulfonamidas. O comportamento particular das aves cinegéticas e a sensibilidade destes
animais a coccidiose, obrigam frequentemente o veterinario a modificar os protocolos de
tratamento, principalmente em relacdo a dose e durag@o, ao contrario do verificado nas
outras espécies (Chatenet, 2014a).

No que concerne a quimioprofilaxia, existem disponiveis na avicultura alguns
produtos, que sdo frequentemente chamados de coccidiostaticos, no entanto o termo mais
correto a usar ¢ coccidicidas ou ACP’s (do inglés: “anticoccidial products”’) uma vez que
a maior parte destes produtos sdo coccidicidas e ndo apenas coccidiostaticos. Podem entao
distinguir-se 2 familias: antibidticos ion6foros e os farmacos sinteticamente produzidos,
também chamados de quimicos (De Gussem, 2007).

Dentro dos antibioticos iono6foros encontram-se 3 classes, com a denominacgao de:
monovalentes (monensina p.e.), monovalentes glicosideos (senduramicina p.e.) e
divalentes (lasalocide de sodio p.e.). Na gama dos produtos quimicos, sendo apenas uma
familia, podemos salientar moléculas como a nicarbazina e o decoquinato de sédio.

O facto de as moléculas existentes serem escassas, leva cada vez mais a um
aumento de resisténcias, e € neste ponto que surgem as grandes diferencas entre os
antibioticos iondforos e os quimicos. A maior parte dos quimicos foram retirados do
mercado devido a répida selecdo de parasitas resistentes, enquanto que os antibidticos
ionoforos parecem apresentar um risco menor, ou mais lento, de criar resisténcia completa
(De Gussem, 2007; Gerhold et al., 2016). No entanto, a resisténcia cruzada ou capacidade
de criar resisténcia a um produto através de outro, ja foi bem descrita (Chapman, 2007),
pelo que muitos autores creem que o desenvolvimento de resisténcias entre produtos de
classes diferentes torna-se menos evidente (Marien et al., 2007).

Em aves cinegéticas, principalmente na Europa, o problema torna-se mais grave
uma vez que so se pode utilizar um produto preventivo para incorporagdo no alimento, o
Lasalocide de sodio (Chatenet, 2014a; Naciri et al., 2014). Eventualmente, o decoquinato

de sddio também podera ser usado, com um estatuto intermediario (Chatenet, 2014a).
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2.3.1.7 Relacao entre a microbiota intestinal e a coccidiose

Apos os antibidticos promotores de crescimento serem banidos do sistema de
produ¢do Europeu, uma grande incidéncia de disturbios intestinais foi observada na
avicultura industrial, com associagdo ao elevado crescimento bacteriano (Van immerseel
et al., 2004). Mais tarde estes distirbios intestinais acabaram por adquirir varias
designacdes, como: disbacteriose, enterite bacteriana, clostridiose, sobrecrescimento
bacteriano no intestino delgado, entre outros.

Maarten de Gussem (2007) contextualizou essas lesdes e alteragdes
frequentemente observadas em frangos: intestino delgado fragil, paredes finas e por vezes
translicidas, balloning, hiperémia dos vasos sanguineos (mesentéricos e da camada
serosa), flacidez ao corte e falta de ténus, conteudo aquoso ou espumoso, particulas de
alimento mal digerido no fim do trato gastrointestinal (TGI) e contetidos multi-colorados
em contacto com a mucosa. Da mesma forma, nestes casos, ao nivel da exploragdo ¢
normal observar-se camas humidas e com aspeto gorduroso, fezes com alimento mal
digerido, diminui¢do do consumo de alimento com um aumento inicial do consumo de
agua e posterior diminuigao.

Nestes animais afetados, isola-se frequentemente Clostridium perfringens, em
grandes niimeros e muito proximal no TGI, em comparagdo com animais saudaveis, pelo
que a enterite bacteriana ¢ muitas vezes confundida com a enterite necrdtica erroneamente
(De Gussem, 2007).

C. perfringens € uma espécie bacteriana muito comum e abundante no ceco em
condi¢des normais, e assume-se que ela podera realocar-se em zonas mais proximais no
intestino quando as condic¢des o permitem (disponibilidade de nutrientes), ndo se sabendo
ao certo se este microrganismo € a causa, consequéncia ou apenas indicador de enterite
bacteriana (De Gussem, 2007).

No mesmo artigo, em cima citado, De Gussem refere 3 principais fatores
predisponentes para enterite bacteriana: fatores alimentares, coccidiose (subclinica) e
maneio. Pelo que os danos da coccidiose no funcionamento do TGI sdo bem conhecidos,
sendo provavelmente o fator principal que permite o crescimento de C. perfringens.

A relagdo entre populagdes bacterianas e a coccidiose em frangos tem sido
estudada desde muito cedo (1937), principalmente na coccidiose cecal provocada pela
Eimeria tenella. Ja se pensava que havia processos bacterianos que podiam influenciar

negativamente a sindrome, principalmente o aumento dos coliformes fecais (Johansson
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& Sarles, 1948, Visco & Burns, 1972) e a presenga de algumas bactérias como,
Streptoccoccos  faecalis, Echerichia coli, Bacterioides e Clostridium perfringens
(Bradley & Radhakrishnan, 1972). Kimura (1975) revelou que, durante o processo de
coccidiose cecal, parece haver um decréscimo nas populagdes bacterianas acido-lacticas
(Lactobacillus e bifidobacteria) enquanto que se observa um aumento das enterobacterias
e clostridios, pelo que parece haver um antagonismo entre populacdes benéficas (acido-
lacticas, que ajudam na digestdo e inibicdo do grupo coliforme) e bactérias
potencialmente patogénicas (coliformes, uma vez que podem atravessar a mucosa e entrar
na circulacdo sistémica) (Tortuero, 1973; Turk & Littlejohn, 1986).

Mais recentemente, Martynova-Van Kley et al. (2012), através de andlises
genéticas concluiram que o efeito da infecdo ao nivel cecal se refletiu no predominio de
espécies do género Escherichia/Shigella e Bacteriodes, relatando que infe¢ao ndo afeta a
riqueza da microbiota cecal, mas sim a sua composi¢ao.

Em aves cinegéticas a informagdo ¢ escassa, no entanto, Chatenet (2014a) afirma
que em certas situacdes as lesdes criadas pelas coccidias favorecem o desenvolvimento
de floras oportunistas que potenciam as diarreias, principalmente os clostridios,

obrigando, por vezes, a associa¢do de um antibiotico.

2.3.2 Enterites provocadas por protozoarios da familia Trichomonadidae

2.3.2.1 Etiologia e ciclo de vida

Com importancia em perdizes, nesta familia deve salientar-se o género
Tetratrichomonas spp. e essencialmente a sua espécie Tetratrichomonas gallinarum
(Chatenet, 2014b; Amin el al. 2014) que prolifera no ceco, estando bem descrita em
avicultura, no entanto sabe-se que outros géneros como Pentatrichomonas spp.,
Tritrichomonas spp. e Trichomitus spp. podem também habitar o ceco e estar presentes
em diarreias liquidas (Bowman, 2010).

Os parasitas desta familia apresentam-se essencialmente no estado de trofozoitos
que sdo unicelulares, microaerofilos, apresentam 5-6 flagelos, uma membrana ondulante
e possuem hidrogenossomas (organelo que produz energia) ao invés de mitocondrias
(Amin, 2014; Cepicka et al, 2010; Muller, 1993). No caso especifico do 7. gallinarum,
possui um formato piriforme, 4 flagelos livres e 1 recorrente € uma membrana ondulante

que acompanha todo o comprimento do corpo (Amin, 2014; Clarck et al., 2003).

-23-



O ciclo de vida ¢ mondxeno, onde a transmissdo se d4 principalmente de forma
direta (animal a animal) ou indireta através da cama (via oral ou cloacal), alimento
contaminado, insetos, molusculos e fomites (Chatenet, 2014b; Amin, 2013; Schricke,
1991c). Sera de referenciar que na forma de trofozoito este parasita ndo resiste muito
tempo no ambiente exterior, pelo que a formagao de pseudoquistos € possivel, podendo
proteger o parasita durante a transmissao fecal-oral (Friedhoff et al., 1991; Mehlhorn et
al., 2009). Guérin et al. (2011b) descreveram a forma secundaria do protozoario, que
caracteriza como redonda, de cor cinza fusco, movimento ameboide e resistente em meio
hamido.

O periodo pré-patente, podera ser tao curto quanto dois dias, tal como observado
por Amin (2011) ao infetar experimentalmente frangos e perus.

Até a0 momento assume-se que o parasita se reproduz de forma assexual, onde
tem lugar a fissdo binaria, sendo uma simples divisdo da célula-mae, dando origem a duas
células-filhas (Clipsham, 1995), o que em teoria, vai permitir um parasita ficar no mesmo

animal tempo ilimitado (Schricke, 1991c).

2.3.2.2 Sinais clinicos e patogenia

Em relacdo a sintomatologia, pode referir-se que geralmente estes animais
apresentam-se emaciados, com diarreia amarela tipo “mousse” ou liquida, com odor
intenso e a cama encontra-se muitas vezes himida (Chatenet, 2014b; Schricke, 1991c).
No geral, os lotes parecem encontrar-se heterogéneos, instaveis do ponto de vista
digestivo e as recidivas sao muito frequentes (Chatenet, 2014b).

Durante a necropsia estes animais apresentam geralmente os cecos afetados,
distendidos, com contetido liquido abundante de coloragdo amarelada, por vezes gasoso
e presenga de nddulos caseosos (Chatenet, 2014b; Shcericke, 1991; Errington, 2017). Se a
carga parasitaria for grande, o ileo e o jejuno poderdo estar afetados. Foi demonstrado por
Liebhart et al. (2014) que o quadro lesional em infe¢des por Tetratrichomonas gallinarum
poderd ir para além da tiflite, sendo possivel observar também hepatite, resultando numa
tiflohepatite muito semelhante a provocada por Histomonas meleagridis nos perus.

Apos periodos de diarreia e subsequente desidratacdo, os rins aparecem muitas
vezes hipertrofiados, com deposi¢cdo de uratos essencialmente nos ureteres (Chatenet,

2014b).
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Ao nivel microscopico, Lee (1972) observou, apos a infe¢do experimental por 7.
gallinarum em broilers, a perda significativa dos microvilos, reducdo do glicocélix e
perda completa da matriz de polissacaridos. Mesmo assim, o papel que desempenham
estes protozoarios no ceco e principalmente os mecanismos que os fazem ser virulentos
sdo pouco conhecidos, no entanto, sabe-se que existe um grande polimorfismo molecular
dentro da espécie Tetratrichomonas gallinarum (5 grupos e 11 subgrupos), fazendo
Cepicka et al. (2005) especular que diferentes subespécies poderdo ter diferentes
manifestagdes patologicas.

Outro facto interessante, referido por Chatenet (2014b) em aves cinegéticas e
Amin (2013) ¢ a existéncia de portadores sdos, contribuindo para a disseminacdo do

parasita, o que poderd explicar a sua persisténcia e as consecutivas recidivas.

2.3.2.3 Diagnostico

Identificar a etiologia tem como base tradicional a observagao da sintomatologia
e das lesdes na necrdpsia, bem como detecdo do parasita movel ao microscopio (Schricke,
1991c; Chatenet, 2014b; Amin, 2013). Isto porque nem todas as diarreias amarelas
liquidas tém como etiologia parasitas da familia Trichomonadidae e por vezes os nédulos
caseosos brancos relembram infegdes por E. legionensis (Chatenet, 2014a).

Para o exame ao microscopio, tal como na coccidiose, observam-se amostras entre
a lamina e a lamela retiradas diretamente de cada segmento intestinal. Neste momento ¢
importante que se execute a técnica rapidamente e em animais recentemente eutanasiados
uma vez que o parasita resiste pouco tempo a temperatura ambiente (Schricke, 1991c). A
adi¢do de soro fisioldgico quente a amostra ou a platina de microscopio aquecida poderdo
ser vantajosos (Schricke, 1991c¢).

A identificacdo depende imperativamente da observagao da mobilidade individual
do parasita, em zig-zag, e principalmente da membrana ondulante que tem um movimento
muito tipico que acompanha a face lateral (Chatenet, 2014b; Schricke, 1991c; Amin,
2013). Algumas coloracdes (Giemsa p.e) poderdo ser usadas de modo a observar o
axostilo no interior do parasita.

O método descrito ¢ sem duvida o mais popular, permitindo que se alcance um
diagnostico rapido com precisdo, no entanto existem outros métodos, como a cultura in-
vitro, PCR, hibridizagdo in situ (ISH) e técnicas baseadas em anticorpos (Amin, 2013),

que se revelam interessantes ao nivel da investigagao.
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2.3.3 Enterites provocadas por Spironucleous meleagridis

Conhecido nos Estados Unidos da América (EUA) como etiologia da enterite
infeciosa catarral dos perus que causou um impacto muito grande aquando do inicio da
sua producdo nos EUA entre 1942 e 1951, fazendo a USDA estimar um custo anual
devido a doenga de $667,000 (McDougald, 2008). Nos dias de hoje o parasita ndo revela
grande importancia em perus, pelo que a sua persisténcia pode ser também observada em
outras espécies como perdizes, codornizes e faisdes (McDougald, 2008).

O seu nome genérico ¢ Hexamita meleagridis (McDougald, 2008), pertencente a
ordem Diplomadida e a familia Hexamitidae (Wood & Smith, 2004), tendo sido
reconhecido como pertencente ao género Spironucleus (Kulda & Nohynkova, 1978), pelo
que a maior parte dos autores se referem a este parasita como Spironucleus meleagridis.
No que concerne a doenga provocada pelo mesmo, € possivel observar diferentes
denominag¢des como “Hexamitosis”, “Hexamitiasis” e “Spironucleosis” (Lloyd &

Gibson, 2006; Wood & Smith, 2004; McDougald, 2008).

2.3.3.1 Etiologia e ciclo de vida

Este parasita ¢ conhecido e reconhecido no estado tipico de trofozoito, que tem
como caracteristicas especificas a existéncia de 8 flagelos (4 anteriores, 2 antero-laterais
e 2 posteriores), o rapido movimento em linha reta e o facto de ser pequeno comparando
com a familia Trichomonadidae, proliferando essencialmente no intestino delgado
(Schricke, 1991d; Chatenet, 2014b; McDougald, 2008).

O ciclo de vida deste parasita ¢ bastante complexo, gerando controvérsia entre
quem o estuda, no entanto assume-se que o seu ciclo de vida alterne entre a forma de
trofozoito (com motilidade) e quisto (sem motilidade) (Kulda & Nohinkova, 1978; Wood
& Smith, 2004). Autores como Slavin & Wilson (1953; 1955; 1960) dedicaram-se ao seu
estudo, propondo um modelo de ciclo de vida bastante diferente de outros parasitas e
refutando teorias anteriormente publicadas, como ¢ o exemplo da reprodugdo por fissdo
binaria, que ndo foi observada em nenhum dos seus ensaios, propondo um modelo ndo
usual de divisdo celular e ainda uma via através da esquizogonia (libertagdo de merozoitos
e formacgdo de esquizontes). Embora bastante robusto, este trabalho (Slavin & Wilson,

1960) foi amplamente criticado (Kulda & Nohynkova, 1978).
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Um facto interessante, confirmado por Wood & Smith (2004), ¢ a presenga em
grande quantidade de trofozoitos no fluido intestinal enquanto que os quistos (forma
resistente) ocorrem quase exclusivamente no muco, possivel de observar no interior do
intestino e nas fezes. Este muco, descrito como coagulo, desempenha um papel muito
importante na transmissdo, protecdo e disseminacdo desta forma resistente do parasita
(Wood & Smith, 2004). O facto de os quistos se encontrarem aglomerados e concentrados
no muco confere-lhes protecdo (Slavin & Wilson, 1960), a consisténcia viscosa permite
que se adira a superficies (paredes, bebedouros e comedouros p.e) perpetuando a sua
existéncia (Wilson & Slavin, 1955) e ainda que permaneca coeso na agua (Wood &
Smith, 2004). Outra conclusdo, retirada por Wood & Smith, foi que o facto de os quistos
estar concentrados e aglomerados permite a ingestio de uma grande quantidade de
parasitas, contribuindo para o sucesso da transmissdo, influenciando a viruléncia da
doenca.

Os quistos geralmente sdo multinucleados sendo possivel observar 2, 3 ou 4
nucleos, e esta forma parasitaria enquistada apenas dé origem a um trofozoito (Wood &
Smith, 2004; Wilson & Slavin, 1955). A existéncia de quistos esta confirmada, no
entanto, 0 modo de transmissao (quisto ou forma adulta) e 0 modo como o parasita altera

a sua forma ao longo do ciclo permanecem dificeis de explicar (GWCT, 2004)

2.3.3.2 Sinais clinicos e patogenia

Nos lotes afetados com este parasita ¢ usual observar uma diarreia aquosa em
animais prostrados, heterogéneos, com asas pendentes, pouco ativos, cloaca humida,
penas ericadas e emaciados (Schricke, 1991d; Chatenet, 2014b), pelo que o peito fica sem
musculo evidenciando-se a quilha (“knife-bone breast”) (Lloid et al., 2005).

Chatenet (2014b) referenciou que este parasita ndo se revela muito problematico,
tendo em conta que precede muitas vezes a uma diarreia dificil de tratar, por parasitas da
familia Trichomonadidae, resultando algumas vezes numa infe¢do concomitante dos
dois.

Na necrdpsia, € possivel observar inflamagdo, congestdo do intestino delgado e
contetdo liquido (duodeno e jejuno/ileo) (Schricke, 1991d), bem como a aparecia bulbosa
(Lloid et al., 2005). Para além disso, certos autores referenciam a observa¢do de uma

enterite catarral.
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Estudando a absor¢do de fluidos em aves cinegéticas, Lloid et al. (2005) poderam
constatar que a absorc¢do por parte de animais extremamente infetados por Spironucleus
meleagridis é reduzida para metade, deduzindo que o parasita interfere com os processos
normais de absor¢do (consumindo a glucose p.e), resultando em diarreias aquosas. Os
danos intestinais provocados pelo parasita ainda ndo estdo bem estudados, no entanto,
Cooper et al. (2004), reportando um caso de massiva mortalidade em perdizes pelo
agente, observaram a fusdo de villus e edema no estroma, bem como a presenga dos
trofozoitos profundamente nas criptas intestinais, ancorados entre células epiteliais e até

mesmo no interior de células do epitélio.

2.3.3.3 Diagnostico

O diagnostico desta espécie de parasita segue a mesma metodologia que para os
parasitas da familia Trichomonadidae, pelo que a correlagdo entre a sintomatologia,
quadro lesional e detegdo do parasita mdvel ao microscopio devem ser imperativos.
Assim, o objetivo principal serd distinguir este parasita de outros, principalmente da
familia anteriormente referida, onde devemos salientar o especial tropismo para o
intestino delgado (duodeno e jejuno/ileo) e as caracteristicas morfoldgicas (tamanho
pequeno e movimento frenético retilineo) (Schricke, 1991d; Chatenet, 2014b).

Para isto, a utilizagdo de amostras retiradas rapidamente do interior do intestino
(conteudo ou mucosa) sera o suficiente (Schricke, 1991d; Chatenet, 2014b), no entanto,
esfregacos do conteudo intestinal corados (Giemsa ou Hematoxilina de ferro p.e) também
se revelaram uteis, ndo na detecdo de mobilidade, mas sim de trofozoitos tipicos ou
quistos (Wood & Smith, 2004). Corados e observados ao microcépio, os trofozoitos
demonstram facilmente os seus 8 flagelos, os canais citofaringeos que se cruzam e o
complexo nuclear (nticleo) na zona anterior em forma de ferradura de cavalo (“horseshoe-
shaped”) (Wood & Smith, 2004). Os quistos apresentam como caracteristica especial a
aparéncia redonda delimitada por uma parede nao corada, onde se consegue por vezes ver

nucleos e outros organelos (Wooth & Smith, 2004).
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2.3.4 Controlo de enterites provocadas por protozoarios flagelados

Para o controlo e prevengdo destas diarreias, varios autores consideram que a
abordagem deve ser a mesma para ambos os parasitas (Spironucleus meleagridis e familia
Trichomonadidae), sendo indispensavel um correto reconhecimento dos fatores de risco,
pelo que se deve ter em conta que a sua incidéncia ¢ maior em bandos jovens, alturas
quentes (Verdo) e ambientes htimidos (Chatenet, 2014b; Errington, 2017; Schricke,
1991d). Chatenet (2014b) referiu o “stress no sentido amplo” como maior fator de risco,
colocando em evidéncia os golpes de calor, chuva, qualidade da agua e fatores associados
a cama (piolhos p.e) que impedem as aves de se refugiar do frio no interior das instalagdes.

Assim sendo, este autor mencionou como imperativo diminuir a0 maximo os
fatores referidos, e ainda que uma estrita e correta higiene geral e qualidade da agua
(utilizagdo de peroxido e acidos organicos p.e) serdo fulcrais. A utilizagdo de 6leos
esséncias a titulo preventivo, parece ter algum sucesso, bem como do lasalocid como sera
abordado no proximo capitulo.

E importante referir a utilizagdo de antibidticos de largo espectro a titulo
preventivo como uma ma pratica que tem sido feita ao longo de muitos anos, levando a
uma grande perda de eficacia dos mesmos (Chatenet, 2014b).

Em casos agudos, onde a utilizagdo de uma terapéutica agressiva € necessaria, os
produtos eficazes e utilizados no passado estdo hoje fora do mercado, sendo
especialmente a familia dos nitromidazois (dimetridazol e ronidazol p.e.) (Schrike,
1991d; Chatenet, 2014b; Errington, 2017) que apresentam um possivel efeito
carcinogénico para o consumidor (EEC Council Regulamentation, 1995).

Por este motivo, o combate aos protozodrios flagelados tem sido muito
problematico, ndo s6 em aves cinegéticas, mas também em perus face a histomonose.

Assim, apenas restam a disposicdo as associacdes de antibidticos, como por
exemplo macroélidos (lincomicina p.e), pleuromotilinas (tiamulina p.e.) e tetraciclinas
(oxitetraciclina p.e.) associados a antibidticos de espectro Gram negativo (Chatenet,
2014b). Antes de banirem os nitromidazois do sistema de produgdo europeu, os
antibidticos apenas se utilizavam em casos graves e em associagdo com o0s anteriormente
referidos (dimetridazol + neomicina p.e) (Schricke, 1991d), podendo-se deduzir que o
afastamento de certas moléculas do sistema de produg¢do nem sempre poderé ser benéfico,
levando neste caso a um excesso de uso indiscriminado de antibidticos contra um agente

para o qual ndo ¢ sensivel. A a¢do apenas parece ser indireta uma vez que o parasita
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apresenta dependéncia de certas populagdes bacterianas, o que serd explicado
posteriormente.

Outras solugdes que tém aparecido no mercado com resultados interessantes sao
os produtos a base de Oleos essénciais e extratos de plantas (Chatenet, 2014b), onde
ganham relevancia plantas como Cinnamomum aromaticum (canela), Citrus limon
(limao) e Allium sativum (alho) (Anthony et al., 2005; Zenner et al, 2003).

Para além da utilizagdo de produtos, evitar a formacdo de zonas humidas
principalmente na zona de alimentacdo e abeberamento (Errignton, 2017) e a troca da
cama (Chatenet, 2014b) sdo procedimentos que embora caros e laboriosos sdo eficazes.

Em especifico, nos casos de Hexamita meleagridis, onde a diminui¢do abrupta da
absorcao de fluidos e perda de eletrolitos € observada, Lloid et al. (2005) provaram que o
uso da glucose pode aumentar a absorcao intestinal, propondo o desenvolvimento de

solugdes contendo eletrolitos e glucose no combate a perda de fluidos observada.

2.3.5 Interacio entre a microbiota intestinal e protozoarios flagelados

Pensa-se que os parasitas desta familia se alimentam de bactérias, células ou
outros componentes dissolvidos no conteudo intestinal (Schricke, 1991d), o que podera
explicar o especial tropismo para o ceco, uma vez que ao contrario de outros segmentos,
apresenta um constante processo bacteriano a decorrer (McDowell, 1953).

Schricke (1991d), explorando o problema da tricomonose em faisdes defendeu
que estes parasitas apenas se multiplicam em ambiente favoravel tendo em conta que, em
meios de cultura ordinarios, o seu crescimento apenas tem sucesso na presenca de
bactérias. Referiu ainda que a adi¢do de um antibidtico nestes meios € o suficiente para
inibir o seu desenvolvimento. O autor deduz assim que ha imperativamente uma interagao
entre a microflora intestinal e o parasitismo, e que a composi¢do da mesma sera crucial
para o desenvolvimento do parasita, sendo que este Ultimo podera influenciar outras
populagdes secundarias de bactérias e parasitas. Por ultimo, salientou que as carateristicas
do alimento como a proteina e a energia (elevadas) poderdo estar associadas ao
crescimento do parasita, por levarem a um desequilibrio intestinal.

Em Trichomonas vaginalis, Muller (1990) relatou que o desenvolvimento do
parasita depende em grande parte de metabolitos pré-formados como nutrientes, o que
poderd explicar a auséncia de mecanismos biossintéticos. Ainda que diferente das

espécies em questdo, esta teoria levanta algumas questdes em relacdo ao comego das
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diarreias, fazendo pensar que o desenvolvimento do parasita pode ser secundério a outros
processos.

Outro facto que a partida parece intrigante, sera o referido por Chatenet (2014b)
em relacdo ao uso do lasalocide (coccidicida), que apo6s bastantes anos de auséncia, o seu
uso incorporado no alimento traduziu-se ndo s6 na diminui¢do de coccidias mas também
de protozoarios flagelados. Supondo a referida dependéncia entre os protozoarios e a
microbiota intestinal, este facto pode ser explicado, tendo em conta que os antibidticos
ionoforos poderdo ter uma acdo sobre certas populacdes bacterianas. Esta suposi¢do
assenta na atividade preventiva dos antibioticos ion6foros contra a enterite bacteriana,
pelo que certos autores referem que poderd haver alguma atividade sobre o crescimento
de C. perfringens (Elwinger et al., 1998; De Gussem, 2007), para além da atividade direta

contra coccidias, ja conhecida.

2.4 QUALIDADE DA AGUA EM AVICULTURA

A 4gua ¢ um componente bioldgico que esta envolvido em muitas fungdes vitais,
tais como, digestdo, absor¢do, termorregulacdo, lubrificagdo de articulagdes e Orgdos,
eliminacdo de metabolitos, composicao de fluidos corporais e participagdo ativa nas
reacdes quimicas e enzimaticas (Kirkpatrick & Fleming, 2008; Fairchild & Ritz, 2012).
Por vezes, este nutriente ndo recebe a aten¢do devida, no entanto a sua influéncia nos
comportamentos alimentares € notdria. Sabe-se que um frango de carne pode ingerir entre
1,6 e 2 vezes mais dgua que comida (Fairchild & Ritz, 2012).

Assim, pela sua importancia e pela grande relagdo entre ingestdo de alimento e de
bebida, o consumo de 4gua ¢ usado como monitorizador de bandos, sendo um dos
melhores indicadores de performance (Fairchild & Ritz, 2012).

Neste ambito, sabe-se que o consumo de agua pode ser influenciado e afetado pela
idade, sexo, temperatura ambiente e da dgua, sistemas utilizados, eletrdlitos, alimentagao,
programa de iluminacdo e caracteristicas da agua (pH, contaminagdo, dureza p.e)
(Kirkpatrick & Fleming, 2008; Fairchil & Ritz, 2012).

No presente trabalho, ird ser desenvolvido, em particular, o papel da temperatura

da 4dgua e do Ph.
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2.4.1 Temperatura e pH

Como a temperatura ambiental afeta diretamente a temperatura da dgua, uma
breve abordagem sobre a mesma ¢ importante, pelo que € necessario ter em conta que o
consumo de 4gua aumenta com o aumento de temperatura ambiente, uma vez que a perda
de calor ¢ maioritariamente por evaporagao através do sistema respiratorio (Fairchild &
Ritz, 2012). Ao arfar, as aves perdem agua e, deste modo, o consumo desta aumenta para
fazer face a perda. Em frangos de carne, estima-se que o consumo aumente cerca de 6-
7% por cada grau acima da temperatura ideal (Fairchild & Ritz, 2012; Singleton, 2004).

No que concerne a temperatura da agua, muitos autores tém-se dedicado ao seu
estudo e interpretagdo. Fairchild & Ritz (2012) defenderam que a temperatura da agua
deve permanecer abaixo da temperatura ambiente, no entanto outros autores tentaram
definir temperaturas ideais, pelo que parece haver preferéncia e melhores resultados em
temperaturas iguais ou abaixo de 24°C (Harris et al., 1974; Eagleson, 2014) e perda de
performances em temperaturas altas como 26°C (ou acima) (Beker & Teeter, 1994;
Eagleson, 2014). E facil perceber que ha uma grande percegdo da temperatura por parte
dos animais, pelo que ¢ imperativo manter a dgua fresca (abaixo de 24°C). Outro facto
que deve ser tido em conta ¢ o desenvolvimento bacteriano, uma vez que as temperaturas
frequentemente praticadas em avicultura (20-30°C) favorecem o crescimento populacdes
bacterianas (mesofilas p.e.) (Prescott et al., 2008).

Da mesma forma que a temperatura, o pH tem sido investigado afincadamente,
pelo que se sabe que os animais detetam facilmente a sua alteragdo (Tabler et al., 2013;
Watkins et al., 2004), tolerando variacdes entre os 4 e os 8 (Fairchild & Ritz, 2012). No
entanto, a escolha do pH com um compromisso entre palatibilidade, seguranca e
qualidade microbioldgica ndo estd bem definido. Alguns autores defendem que devera
rondar os 6 (Fairchild & Ritz, 2012) e variar entre 6 e 8 (Kirkpatrick & Fleming, 2008)
ou 5 e 7 (Tabler et al., 2013). Watkins (2004) observou que ha melhorias de performance
(indice de conversdo e ganho médio diario p.e) quando é consumida dgua mais acida (3,
4 e 5) com consequente reducao de pH ao nivel do papo, o que podera ter explicado a
consisténcia positiva das fezes, relatada pelos produtores, contribuindo para camas menos
humidas.

Este ultimo facto ¢ de extrema importincia uma vez que hd um grande

desenvolvimento bacteriano nesta zona de armazenamento de alimento, que podera
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influenciar toda a digestdo (Watkins, 2004) e, assim, ao diminuir a0 maximo certas
populagdes bacterianas permite-se indiretamente a qualidade da ingesta.

A cama humida ¢ das tematicas mais discutidas na produc¢do avicola, sendo que
poderd influenciar toda a performance do bando, qualidade da carcaca, lesdes podais e
aspetos basicos de bem-estar (Jong et al., 2014), estando relacionado com o aumento dos

niveis de amonia nas instalagdes (Liu, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO E RECOLHA DE DADOS

Este estudo foi conduzido do dia 27 de Fevereiro ¢ o dia 30 de Setembro de 2017,
através do acompanhamento de dois lotes de criagdo de perdizes (A/ectoris rufa) de duas
exploragdes cinegéticas diferentes, no departamento de Loiret no centro de Franca. Para

este estudo foram recolhidas informacgdes de dois tipos: zootécnicas e laboratoriais.

3.1.1 Exploraciao A

Nesta explora¢do foi acompanhado um lote de 2080 perdizes-vermelhas criadas
desde o primeiro dia de vida, num sistema convencional de avicultura tipo “pavilhdo”

(20x30) com um parque de voo adjacente (20x50), tal como descrito na bibliografia.

ny

Figura 1. Exploracdo A, pavilhdo de avicultura convencional (fotografia do autor).

3.1.2 Exploraciao B

Nesta exploragdo foi acompanhado um lote de 4400 Perdizes-vermelhas criadas
desde o primeiro dia de vida, num sistema recente e peculiar tipo “tunel” (20x30) com

um parque de voo adjacente (20x50).
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Figura 2. Exploracdo B. Pavilhdo de avicultura tipo “tinel” (fotografias do autor).

3.1.3 Laboratorio de analises

As necropsias e andlises laboratoriais foram executadas no laboratorio da equipa
especializada em avicultura “MCVET Conseil” em Quiers-sur-bezonde (figura 3) no
centro de Franca, onde decorreu o estagio. Este local, para alem de laboratorio, também
funciona como local administrativo e armazém de produtos destinados ao uso avicola.

O laboratério ¢ de pequena dimensdo, apresentando servigos de diagnostico como
necropsia, parasitologia, microbiologia e ensaios de imunoabsor¢do enzimatica

(“ELISA”).
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Figura 3. Laboratorio onde decorreu o presente trabalho. 1 - Local se faz a ocisdo das aves, onde se pode
encontrar 0 equipamento utilizado para eletronarcose (1a) e a zona de sangramento (1b); 2 - Mesa de
necropsias e local de armazenamento de material; 3 — Caixa de transporte (3a) e instrumento de medicdo
da temperatura e pH da agua (fotografias do autor).

3.2 METODOLOGIA

Desde o primeiro dia de idade até a 10? semana, conforme explicado nos capitulos
anteriores, procedeu-se ao registo e avaliacdo de informagdes relativas ao desempenho
zootécnico e laboratoriais.

Assim, aquando da chegada ao lote, apds cumprimento de todas as normas de
biosseguranga requeridas (uso de vestuario descartavel, botas protetoras, luvas, touca e
respeito da zona limpa/suja), foram registadas informagdes relativas ao comportamento
das aves, mortalidade e tratamentos, bem como, medi¢do do pH e temperatura da agua de
bebida com um dispositivo eletronico. De seguida, procedeu-se a recolha aleatoéria de 5
animais.

Os 5 animais recolhidos semanalmente, foram eticamente eutanasiados através da
electronarcose, seguida do corte da veia jugular (fig. 3).

Concluida a eutanasia e devidamente identificados, os animais foram analisados
através da necropsia com registo das alteracdes visiveis, bem como fotografia do peito
para posterior avaliagdo da condi¢do corporal. Uma vez que o presente trabalho se focou

no trato intestinal, procedeu-se ao corte do mesmo, individualizando-se os 3 segmentos

-36-



intestinais principais (duodeno, jejuno\ileo e cecos) facilitando o registo fotografico antes
e depois da abertura. O registo fotografico permitiu a andlise pormenorizada mais tarde.

Apos a abertura de cada segmento, com a ajuda de uma ansa de 10 pl, procedeu-
se imediatamente a recolha de 10 pl de conteudo intestinal para execu¢dao de um pool (5
animais) de amostras diluido em 9 ml de peptona salina, para posterior avaliagdo
microbioldgica. A técnica foi executada rapidamente (5 min) apds a eutanasia de modo a
evitar alteracdes bacterianas post-mortem.

Depois de recolhido o contetido intestinal para estudo microbioldgico, procedeu-
se a citologia da mucosa de cada segmento, com o objetivo de incluir material fecal e
epitélio, para observagdo ao microscopio entre a lamina e a lamela. Este processo permitiu
a visualizacgdo de parasitas.

Por ultimo, em cada segmento, executaram-se dois esfregacos, para posterior

coloragdo Gram, May-Grunwald-Giemsa (Mgg) € Hemacolor®.

3.3 ANALISE DO DESEMPENHO ZOOTECNICO

Os indicadores usados para medir a performance geral do bando foram a condi¢ao
corporal dos 5 animais eutanasiados semanalmente, a mortalidade semanal, o recurso a
farmacos e ainda a saida dos animais para o parque de voo. Este ultimo parametro, embora
que relativo, ¢ muito importante uma vez que o objetivo de qualquer produtor ¢ que os
animais deixem o ambiente confinado e que vao para o parque de voo o mais rapido
possivel. Esta altura de passagem ¢ determinada pela qualidade dos animais e robustez
para suportar a alteracgao.

A necessidade de tratamentos também daréd informagdo a cerca da qualidade do
bando, pelo que neste trabalho apenas foi registada a teraputica com recurso a
antibidticos (sem especificacdo) e coccidicidas.

Em relagdo a condi¢do corporal, foi usada uma escala de classificagdo de 1, 2 e 3,
com correspondéncia respetiva de caquético, magro e bom (fig. 4). Em cada semana foi

executada uma média dos 5 animais.
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Figura 4. Classificacdo de condi¢ao corporal. 3 — Bom;

Caquético (fotografias do autor).

3.4 ANALISE MACROSCOPICA DO INTESTINO

2 — Magro;1-

Conforme explicado no capitulo anterior, as fotografias foram feitas com o

objetivo de serem observadas posteriormente com atengdo e tempo. A observacao

detalhada de cada segmento intestinal permitiu a avaliacdo, registo de alteracdes e

execugao de scores.

Foi usada uma tabela de registo tipo “check-list” para a avaliacdo de todos os

parametros macroscopicos onde podemos encontrar em cada segmento varios parametros,

por vezes com diversos graus, como podemos observar na tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo de alteragdes intestinais nos trés segmentos intestinais.
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3.5 ANALISE PARASITOLOGICA

As citologias retiradas da superficie da mucosa, contendo matéria fecal e parte do
epitélio, observadas ao microscopio entre a lamina e a lamela, tiveram como objetivo a
analise parasitologica. Com esta analise pretendeu-se essencialmente identificar oocistos
de Eimeria spp. e trofozoitos de protozodrios flagelados da familia 7richomonadidae ou
da espécie Spironucleus meleagridis (Hexamita meleagridis).

O método de contagem utilizado foi a contagem semi-quantitativa, aquando da
observagdo ao microscopio, para execu¢do do “Scoring microscopico” (Shericke, 1991;
McDougald & Fitz-Coy, 2008). Este score ¢ dado pela apreciagdo geral da quantidade de
oocistos presentes no campo visual (tabela 2). Embora que pouco preciso, ¢ o método de
diagndstico mais utilizado em aves cinegéticas que permite a rapida apreciagdo geral da
quantidade de oocistos, que ¢ posteriormente correlacionada com as lesdes e outras
informagdes (mortalidade e comportamento p.e.).

Para os protozoarios flagelados foi utilizado o0 mesmo método de contagem que
para os oocistos. No entanto, foi tido em conta que este tipo de parasita perde rapidamente
a sua capacidade mével quando exposto a condigdes adversas (temperatura fora do

intestino p.e.), pelo que a técnica foi feita com a maxima rapidez.

Tabela 2. Scoring microscopico para os parasitas analisados

Coprologia (Eimeria spp, Hexamita spp e Trichomonadidae)
score min max
0 0 0
1 1 5
2 6 15
3 16 30
4 Impossivel de contar

NOTA: Este método foi sugerido pela equipa MCVET Conseil, uma vez que ¢ o utlizado em situagao
pratica.
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Figura 5. Oocistos de Eimeria spp.

3.6 ANALISE MICROBIOLOGICA

Como anteriormente descrito, para cada um dos trés segmentos, fez-se um pool
com as amostras dos 5 animais. Este pool continha 10 pl de contetido intestinal de cada
segmento, fazendo 5 pl de conteudo intestinal diluidos num tubo de ensaio de 9 ml de
peptona salina.

Finalizados os 3 pools (3 segmentos intestinais) procedeu-se a um protocolo que
tinha como finalidade semear 1 pl de cada pool em 3 tipos de meios:

- ChromID® CPS® Elite : Enterecoccus spp. € Escherichia coli.

- CASA™ agar: Campylobacter spp.

- Sabouraud Dextrose Agar: Fungos e leveduras.

A técnica de recolha de contetdo intestinal pode ser observada na figura 6 e o
protocolo usado estd esquematizado na figura 7. A dilui¢do foi a mesma para todos os
segmentos intestinais e meios de cultura, a exce¢do do meio de cultura cromogénico para
o ceco. O ceco ¢ o local com maior atividade bacteriana onde decorrem processos de
fermentagdo, por este motivo foi necessario diluir o pool inicial duas vezes. O objetivo
desta avalia¢do foi perceber se as disbioses e diferentes enterites sdo acompanhadas de
algum padrdo normal de alteracdo da microflora, entre Enterococcus spp. € Escherichia
coli, bem como a observacdo do comportamento de outras populagdes (Campylobacter

spp., fungos e leveduras).
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Figura 6. Técnica de recolha de contetido intestinal. 1 — recolha; 2/3 — dilui¢do em peptona
salina; 4 — homogeneizagao com a ajuda do vortex (fotografias do autor).

Para a contagem bacteriana adotou-se 0 mesmo método que na coprologia, uma
vez que o objetivo deste trabalho ¢ avaliar técnicas praticas, uteis e exequiveis. Embora
que pouco rigoroso, o0 método semi-quantitativo permite fazer uma apreciacdo geral e
rapida das populacdes bacterianas estudadas, fazendo uma comparagdo semanal.

Os scores usados podem ser observados na tabela 3.

r”
x
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—
—T'x‘s" 4/"5 w

/ » Sabouraud

N
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» CPSE » CPSE” - ®
» CASA ™ » CASA ™ » CPSE
» Sabouraud » Sabouraud

Figura 7. Protocolo de recolha e diluigdo utilizado. Setas azuis — recolha de 10 ul de fezes com a ajuda de
uma ansa e diluir em 9 ml de peptona salina; Setas pretas — Semear 10 pl da amostra diluida nos meios de
cultura indicados; Seta vermelha — Dilui¢do da amostra cecal 10x (1 ml da amostra em 9ml de peptona
salina); Seta verde — Dilui¢ao da amostra cecal 100x (100 pl da amostra em 9 ml de petona salina)
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Tabela 3. Score microbioldgico utilizado. Min — minimo de colonias observadas Max — maximo de colonias
observadas.

CASA - Campylobacter spp Sabouraud - Fungos CPSE

score min max score min max Escherichia coli e Enterococcos spp.
0 0 0 0 0 0 Score - min - max -
1 1 20 1 1 7 1 1 0
2 21 50 2 7 16 3 1 20
3 Dificil de contar* 3 17 30 3 21 50
4 Impossivel de contar* 4 >30 4 >50

3.7 TESTE RAPIDO CORONAVIRUS

Para dete¢do do virus utilizou-se o teste Anigen Rapid IBV Ag test Kit
comercializado pela empresa coreana Bionote, Inc. Baseado no método de imuno-ensaio
cromatografico (ELISA), concebido na sua forma comercial para diagndstico da
Bronquite Infeciosa em galinhas, este teste permite a detecdo qualitativa de Coronavirus.

O teste rapido apresenta uma letra “S” (poco), “T” (teste) e “C” (controlo) na sua
superficie. A banda de controlo deverd surgir sempre que o teste for bem feito e os
reagentes funcionem. Na linha “T” (teste) estdo presentes anticorpos do virus da
Bronquite Infeciosa que iram capturar e detetar o virus. Uma banda roxa aparecera na
zona “T” sempre que houver antigénios suficientes na amostra.

Este teste ¢ capaz de detetar antigénios em amostras da traqueia, rins ou fezes,
com a sensibilidade de 94,1% (vs RT-PCR) e especificidade de 95,2% (vs RT-PCR).

Este meio de diagnostivo foi concebido para fazer controlos rapidos e em situagao
de campo, sendo que um diagnostico positivo carece imperativamente de confirmagao
através de testes genéticos. Neste trabalho ndo se recorreu a confirmagdo através testes
genéticos por motivos monetarios.

No presente trabalho usaram-se amostras fecais (conteudo intestinal). Foi feita a
recolha com uma zaragatoa esterilizada e de seguida a amostra foi diluida num diluente
especifico. Com a ajuda de uma pipeta, colocaram-se 4 gotas da amostra diluida na zona
“S” (pogo). Todos estes materiais sdo fornecidos pelo fabricante. Ap6s 10 minutos €
possivel interpretar o resultado.

Encontram-se anexadas mais informagdes sobre do teste rapido.
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3.8 COLORACOES

As coloragdes usadas (Gram, May Grunewald Giemsa e Hemacolor®) foram feitas
com o intuito de perceber se o seu uso podera aportar alguma informacao adicional para
diagnosticos em situagdo pratica.

May Grunewald Giemsa (Mgg) e Hemacolor® sio técnicas de coloragdo tipo
Romanowsky, com o mesmo objetivo de colorag¢do. Utilizou-se a técnica convencional
(Mgg) € o kit de coloragdo rapida (Hemacolor®) com o objetivo de comparar uma técnica
de 25-30 minutos (Mgg) e outra de 3 minutos.

Tanto Mgg como Hemacolor®, permitem observar diferentes formas parasitarias
de Eimeria spp. (oocistos, esquizontes, merozoitos e gametocitos p.e.) enquanto que a
coprologia basica de observacdo ao microscopio entre a lamina e a lamela apenas permite
a observagao de oocistos. Este facto ¢ importante, uma vez que a quantidade de oocistos
pode ndo ser o espelho da agressdo a mucosa, tendo em conta que certas espécies tém
uma grande capacidade de provocar lesdes sem aumentar a producdo de oocistos. Ao
nivel dos protozoarios flagelados, a grande limitacdo da coprologia basica é a
identificacdo incorreta, principalmente ao nivel da familia Trichomonadidae, pelo que a
coloracdo podera ser util de modo a identificar organelos e diferenciar espécies.

As laminas coradas com Gram e observadas ao microscopio permitem diferenciar
bactérias Gram-positivas de Gram-negativas e identificar morfologias bacterianas
(coccos, bacilos e espirais p.e.). A sua utilizacao neste trabalho objetivou a compreensao
destas duas populagdes em situagdo normal e patoldgica, com o intuito de encontrar um
padrdo de mudanca geral entre o racio de Gram-positivas e Gram-negativas, bem como
alteracdes morfologicas.

No que concerne a técnica, ao nivel do intestino delgado foi executado o esfregacgo
por aposicdo para obter uma imagem caracteristica da superficie da mucosa intestinal,
enquanto que no ceco se utilizou uma técnica semelhante a usada no esfregaco sanguineo,

com conteudo cecal.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

3.9.1 Analise de correspondéncias

A analise de correspondéncias (CA) foi desenvolvida na sua forma atual
principalmente por Michael Greenacre (2007). Tem por objetivo analisar uma tabela de
C colunas por L linhas, organizando e mostrando de forma grafica as principais estruturas
dos dados contidos na tabela. Esta analise pode operar com dados continuos, desde que
em escalas comparaveis e de magnitude semelhante, mas estd principalmente orientada
para a analise de dados ndo paramétricos, com destaque para as situagdes em que as
variaveis sao do tipo ordinal.

Neste estudo, as varidveis sdo as colunas da tabela (pardmetros analisados), € os
animais estudados sdo as linhas, sendo cada linha correspondente a um animal.

A Tabela tem dimensdo LxC, e a CA desenvolve um conjunto de dimensdes igual
ao menor dos valores [L—1,C—1]. Por exemplo, no estudo do duodeno, a tabela de dados
iniciais tem C=27 e L=105, pelo que o menor valor ¢ 26. Entdo, a analise procura a
primeira dimensao, indicada por D1, ou Dim 1, que representa o maior conjunto de grupos
de animais semelhantes que sdo semelhantes entre si no maior conjunto de variaveis. Em
seguida, a andlise procura uma segunda dimensdo, D2 ou Dim 2, que corresponde ao
segundo maior nimero de grupos de animais com perfis semelhantes, e assim por diante,
até a D26.

As dimensdes estdo ordenadas da D1 até a D26, por ordem decrescente de
importancia. Diz-se entdo que a CA ordena a informagdo, de tal modo que as primeiras
dimensdes sdo as mais importantes, ao passo que as Ultimas contém apenas informagao
irrelevante ou aleatoria e sdo descartadas. Em geral, na CA, analisam-se apenas as duas
primeiras dimensoes, produzindo-se graficos de D1xD2, sendo a D1 sempre o eixo dos
XX'eaD2oeixodos YY"

A interpretagdo dos graficos faz-se através da analise de grupos de animais
préoximos (com perfis semelhantes, i.e., com valores semelhantes num conjunto grande
de varidveis) e das varidveis que lhes estdo préximas (se o numero C e L forem

semelhantes), ou na mesma dire¢do (se os numeros C e L forem muito diferentes).
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3.9.2 Analise de correlacoes

As relagdes entre as variaveis em estudo foram analisadas através do coeficiente
de correlagdo de Spearman (Conover, 1971). Trata-se de uma medida da relagdo entre
duas varidveis, especialmente adaptada as varidveis ordinais. Consideraram-se

significativamente diferentes de zero todos os coeficientes com p=<0.05.

3.9.3 Software

As andlises estatisticas (andlise de correspondéncias e respetivos graficos, € o
coeficiente de correlacdo de Spearman) foram realizadas com o software Statistica for
Windows (2004). As restantes analises e graficos foram produzidas com o Excel versao

16.12 (2018).
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4. RESULTADOS
4.1. DESEMPENHO ZOOTECNICO
4.1.1 Exploracgao A

Na exploracao A o desempenho zootécnico geral foi bom, onde nio se observaram
perdas significativas por mortalidade, diminui¢do da condi¢do corporal e uso excessivo
de farmacos.

Como se pode observar, no grafico 1, a mortalidade semanal do bando ndo foi
alta, alcangando um pico na segunda semana de idade devido a uma diarreia, onde se
recorreu & antibioterapia. E possivel perceber, na curva da média de condigdo corporal
dos animais eutanasiados semanalmente, que ha uma diminuicdo muito ligeira na 5*
semana, devido a um animal que se encontrava magro (score 2).

A passagem para o parque de voo deu-se a 5* semana e a mortalidade final atingiu

um total de 7% em 2080 animais.

Mortalidade e condi¢ao corporal

250

\”/
200

150 I
100

50

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

=— saidaparquedevoo emmmmMortalidade e=m==condi¢do corporal <@t antibidtico

Grafico 1. Mortalidade semanal observada na exploragio A (eixo da esquerda). Estdo presentes as
informagdes relativas a saida para o parque de voo, média da condi¢do corporal (eixo da direita) dos 5
animais eutanasiados semanalmente e o uso de antibidticos.

- 46 -



4.1.2 Exploracao B

Na exploragdo B, o desempenho zootécnico geral foi insatisfatério, onde se
observam grandes perdas por mortalidade, heterogeneidade do lote e recurso frequente a
antibidticos.

Como ¢ possivel observar, no grafico 2, a mortalidade semanal do bando ao longo
das 10 semanas de avaliacdo foi sempre alta, tendo-se alcancado cerca de 20% de sujeitos
mortais num total de 4400, perfazendo cerca de 850 perdizes.

O uso de antibidticos foi recorrente ao longo da avaliagdo devido a instabilidade

intestinal do lote, tendo-se utilizado antibidtico todas as semanas, a exce¢ao da terceira.

Mortalidade e condicao corporal
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== saidaparque devoo  essmwMortalidade e==condicdo corporal -é: antibidtico

Grafico 2. Mortalidade semanal observada na explora¢ao B. Estdo presentes as informagdes relativas
a saida para o parque de voo, média da condicdo corporal (eixo da direita) dos 5 animais eutanasiados
semanalmente e o uso de antibidticos
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4.2 TEMPERATURA E PH DA AGUA

4.2.1 Exploracgao A

E possivel observar a evolugio geral da temperatura ¢ pH da 4gua de bebida no

grafico 3, pelo que se conclui que a temperatura foi diminuindo desde a primeira semana

de vida, até estabilizr entre 22°C e 21°C a partir da 4* semana. Ja no que concerne ao pH,

foi utilizada uma mistura de acidos organicos para acidificagdo da 4gua de bebida até a 6*

semana de vida. Esta acidificagdo permitiu os valores de pH situarem-se entre 3,4 ¢ 4

durante as alturas mais critixas da criacao dos perdigotos.

Evoluacdo semanal da temperatura e Ph da agua de bebida

6 6
3,4 3,6 3,7 3,8 4 3,9
== =
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

e=@==temperatura ==@==Ph

Grafico 3. Valores semanais de temperatura e pH da 4gua na Exploragdo A
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4.2.2 Exploracao B

E possivel observar a evolugio geral da temperatura ¢ pH da 4gua de bebida no
gréfico 4, pelo que se conclui que a temperatura se mantenve entre 28°C e 29°C durante
as primeiras 4 semanas de vida, baixando gradualmente até aos . J4 no que concerne ao
pH, foi utilizada uma mistura de 4cidos organicos para acidificacdo da 4gua de bebida até
a 6 semana de vida. Esta acidificagdo permitiu os valores de pH situarem-se entre 3,4 e

4 durante as alturas mais critixas da criagdo dos perdigotos.
Evoluacao semanal da temperatura e Ph da dgua de bebida
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26 25 o
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Grafico 4. Valores semanais de temperatura e pH da dgua na Exploragdo B.

4.3 PARASITOSES E LESOES

4.3.1 Scoring microscopico: Exploracio A

Abordando as parasitoses diagnosticadas, so se observou coccideas. Com os dados
obtidos da coprologia, foi feita uma média do score microscopico dos 5 animais

eutanasiados semanalmente, como ¢ possivel observar no grafico 5.
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Score parasitario semanal - Exploragao A
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Grafico 5. Média do score microscopico dos 5 animais eutanasiados semanalmente. Cocx: coccidias.

Apos a andlise deste grafico, € possivel entender que a primeira infe¢do se deu a
terceira semana de idade, tendo sido uma espécie de coccidea com tropismo cecal e a
partir dessa semana as infe¢des multiplas foram recorrentes e em maior quantidade.

De modo a compreender melhor o impacto que as parasitoses observadas tiveram
no lote, foi cruzada a informagdo da andlise parasitaria com a informacdo zootécnica

como podemos observar no grafico 6.

Parasitoses, mortalidade e condi¢ao corporal - Expl A
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Grafico 6. Evolucdo semanal da média do score microscopico, mortalidade (eixo da direita) e média da
condi¢ao corporal (eixo da esquerda). Cocx: coccideas.
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Esta analise permitiu concluir que a mortalidade ligada a infecao pode ter sido
cerca de 49 sujeitos (2,3%), no maximo, embora que a causa de mortalidade possa ter
sido devido a outros fatores ndo mensurados, independentes das coccideas.

No que diz respeito ao impacto dos parasitas na condigdo corporal, € possivel
entender que ndo foi relevante, tendo-se observado apenas um animal magro na 5*
semana.

O produtor ndo recorreu ao uso de produtos coccidicidas em nenhuma altura do

acompanhamento.

4.3.2 Lesdes e alteracdes intestinais: Exploracio A

Em relagdo as lesdes e alteracdes do duodeno, observaram-se focos necroticos
brancos na superficie da mucosa, alteracdes ao nivel da espessura da parede intestinal,

serosa avermelhada, flacidez e conteidos mucoides esbranquigados (fig. 8 € 9).

PN TYNA

Figura 8. Duodeno com contetido mucoide e liquido (fotografia do autor).

—~

Figura 9. Duodeno com alteragdes focos necroticos tipicos de Eimeria kofoidi (fotografia do autor).
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No jejuno/ileo foram encontradas alteragdes menos evidentes que nos outros
segmentos, no entanto observou-se inflamacdo, sangue digerido, gas, alteracdes da
espessura da parede intestinal, flacidez, conteudos liquidos e multicolorados (fig. 10 e

11).

o ¢

T S — -

Fgura 10. Jejuno com alteragdes ao nivel da espessura da parede intestinal. Parede fina podendo observar-
se através dela (fotografia do autor).

i

Figura 11. Na imagem superior pode-se observar um segmento jejunal com contetido liquido e gas (seta
preta). Na imagem inferior: jejuno inflamado (cor avermelhada) apresentando sangue digerido (seta verde)
(fotografias do autor).

Em relagdo as lesoes e alteracdes cecais encontradas, foi possivel observar que os
cecos se encontravam pouco dilatados, palidos, esbranquicados, com contetidos liquidos

de diferentes cores (bege, alaranjado e verde p.e.) e gés (fig. 12 e 13).
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Figura 12. Diferentes alteragdes: diminui¢ao da dilatagdo (imagem da esquerda); conteudo cecal liquido e
de cor bege (imagem do centro); conteudo cecal liquido (imagem da direita); (fotografias do autor).

Figura 13. Diferentes alteragdes: gas (setas pretas); diminui¢do do contetido cecal e por consequéncia
perda de dilatacdo; contetido liquido (seta verde); (fotografias do autor).
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4.3.3 Scoring microscopico: Exploracio B

Abordando as parasitoses diagnosticadas, observaram-se coccideas, protozoarios
flagelados da familia Trichomonadidae e Spironucleous meleagridis (Hexamita
meleagridis). Tal como na exploragdo A, com os dados obtidos da coprologia, foi feita
uma média do score microscopico dos 5 animais eutanasiados semanalmente, como se

pode observar no grafico 7.

Score de parasitas nos diferentres segmentos - Expl B
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Grafico 7. Média do score microscopico dos 5 animais eutanasiados semanalmente. Cocx: Coccidias;
Tricho cecal: parasitas da familia Trichomonadidae no ceco; Hexamita: Spironucleus meleagridis
(Hexamita meleagridis) encontrados no jejuno/ileo.

Analisando este grafico, ¢ possivel entender que a primeira infe¢ao por coccideas
se deu a terceira semana de idade, tendo sido uma espécie de coccidea com tropismo
cecal, tal como na exploracdo A. Os protozoarios flagelados foram identificados a partir
da 5* semana em baixa quantidade, persistindo no bando até¢ ao fim do acompanhamento.

De modo a compreender melhor o impacto que estes parasitas tiveram no lote, foi
cruzada a informac¢ao da andlise parasitaria com a informagdo zootécnica, tal como feito

no capitulo anterior, encontrando-se no grafico 8.
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Parasitoses Expl B
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Grafico 8. Média do score microscopico dos 5 animais eutanasiados, mortalidade e média da condigdo
corporal semanal. Cocx: Coccidias; Tricho cecal: parasitas da familia Trichomonadidae no ceco;
Hexamita: Spironucleus meleagridis (Hexamita meleagridis) encontrados no jejuno/ileo.

Esta andlise permite concluir que a mortalidade ligada as infe¢des parasitarias
pode ter sido cerca de 785 sujeitos (17,8%), no maximo. A condicdo corporal parece ter
sido influenciada negativamente ao longo do acompanhamento, principalmente na
primeira infecdo por coccideas e ap6s os protozoarios flagelados terem sido encontrados.

Sera importante salientar, mais uma vez, que o produtor recorreu ao uso de
antibioticos em todas as semanas a excecdo da 3% e ainda utilizou produtos coccidicidas

durante a 5* e 9* semanas.

-55-



4.3.2 Lesdes e alteracdes intestinais: Exploracio B

Em relacdo ao duodeno, observaram-se altera¢des ao nivel da espessura da parede
intestinal, flacidez, reacdes inflamatorias evidentes (vasos sanguineos congestionados e

serosa avermelhada), conteidos mucoides esbranquicados e multicolorados (fig. 14).

Figura 14. Duodeno flacido, com conteudos mucoides esbranquigados ¢ multicolorados (1 e 3); Duodeno
flacido e inflamado, observando-se tonalidade avermelhada e vasos sanguineos congestionados (2);
(fotografias do autor).

No jejuno/ileo foram encontradas alteragdes da espessura da parede intestinal,
conteudos intestinais mucoides e de diferentes cores (verde e alaranjado p.e.), flacidez e

alimento mal digerido (fig. 15).
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Figura 15. Jejunos com contetidos multicolorados (1 e 2), muco (3 e 4), alimento por digerir identificado com
setas pretas (1 e 5) e enterite catarral (2) (fotografias do autor).

Na infegdo por Spironucleus meleagridis o segmento jejuno/ileo encontrava-se
com a parede fina, conteudo cilindrico esverdeado com bastante liquido envolvente (fig.

16)
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Figura 16. Jejuno de um animal infetado por Spironucleus meleagridis onde se pode observar
contetidos intestinais cilindricos € a0 mesmo tempo excesso de liquido (fotografia do autor).

Nestes animais com o intestino delgado afetado, identificaram-se
maioritariamente parasitas, no entanto uma grande parte das aves apresentavam sinais
evidentes de enterite bacteriana e disbiose sem presenca ou elevados scores de agentes
parasitarios.

Em relacdo as lesdes e alteragdes cecais em casos de coccidiose, foi possivel
observar que alguns cecos se encontravam pouco dilatados, palidos, esbranquigcados, com

contetdos liquidos de diferentes cores (bege p.e.), gas e nédulos caseosos (fig. 17).

Figura 17. Ceco com conteudo liquido; 2 — Ceco com conteudo liquido e vasos sanguineos

congestionados; 3 — Ceco com contetido caseoso conferindo uma tonalidade bege; 4 — Cecos pouco
dilatados (fotografias do autor).
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No entanto, nos animais onde se observaram grandes scores de parasitas da
familia Trichomonadidae o padrio foi diferente, havendo animais com os cecos dilatados

e com contetudos extremamente liquidos e gasosos (fig. 18)

Figura 18. 1- Cecos dilatados (2 e 3) com contetdo liquido (1) e gasoso (2) (fotografias do autor).

4.4 ANALISE DE CORRESPONDENCIA

Através desta andlise € possivel observar todos os 105 animais necropsiados. A
analise foi feita em cada um dos segmentos uma vez que as varidveis diferem entre o
duodeno, jejuno\ileo e ceco. Nesta analise entraram todas as varidveis estudadas:

- Pardmetros macroscopicos do intestino:
- Coprologia;

- Microbiologia;

- Antibioterapia;

- Condicao corporal;

- Temperatura e pH de 4gua de bebida;

- Acesso ao exterior (parque de voo);

- Detecao de coronavirus;
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Em funcdo das varidveis mais importantes e relevantes, esta analise ird formar

grupos que terdo algo em comum, permitindo uma analise global e holistica.

4.4.1 Duodeno

Na analise deste segmento intestinal, retiraram-se as variaveis “Tri” (protozoarios
da familia Trichomonadidae) e “Hex” (Hexamita meleagridis), uma vez que nao foram
observados em nenhum dos animais.

Analisando o grafico 9, observa-se uma ligeira separacao entre dois grupos (direita
e esquerda). Um dos grupos (circulo azul) parece ter em comum o acesso ao exterior ou
parque de voo (“Env”) e a alta carga de Campylobacter spp. (“CBa”), havendo correlacao
positiva (p = 0,95).

Os animais com este perfil (“CBa” e “Env”) poderdo ndo ser s6 os delimitados, no
entanto a sobreposi¢ao de individuos ndo permite a visualizagao.

A variavel “Ooc” (score de oocistos) parece, também, influenciar a diferenciagdo dos
grupos, uma vez que os animais delimitados apresentam grandes contagens de oocistos.
Para alem disso, as variaveis “Env” (acesso ao exterior) e “Ooc” (score de oocistos) estdo
correlacionadas positivamente (p = 0,44), pelo que ¢ presumivel que a tendéncia destas 3
variaveis seja semelhante.

Por tltimo, ainda neste grupo isolado, encontra-se a variavel “Eim” (lesdes tipicas de
coccidiose) que ¢ diretamente proporcional ao score de oocistos (“Ooc”) havendo

correlacdo positiva entre os dois (p = 0,26).
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Grafico 9. Analise de correspondéncia do segmento duodenal. Circulo azul — delimita um grupo que tem
em comum as 4 variaveis: CBa, Env, Ooc e Eim.

No entanto, pelo fato de demonstrarem uma preponderancia exagerada, as

variaveis como “Ooc” (score de oocistos) e “Eim” (lesdes tipicas de coccidiose) terdo que

ser eliminadas com objetivo de tornar mais clara a andlise e perceber o que torna os dois

grupos diferentes. Dando origem ao grafico 10.
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Grafico 10. Analise de correspondéncia do segmento duodenal. Circulo azul — delimita um grupo que tem em
comum as 4 variaveis: CBa, Env, Ooc ¢ Eim; Circulo vermelho — grupo que tem em comum as 3 variaveis:
SBR,Ent e Eco; Circulo amarelo — grupo que tem em comum WTe, ABi, Bod e ExN.

Apos refazer a andlise, ¢ evidente a distanciagdo entre dois grupos, continuando a
haver forte influéncia de “CBa” e “Env” no grupo delimitado a azul reforcando a sua
correlacdo (p = 0,95).

E agora possivel perceber que neste grupo (azul) apenas se posicionam animais mais
velhos, ou seja, com acesso ao exterior/parque de voo (Exp 1: a partir da 5* semana e Exp
2: a partir da 7" semana).

Ainda no grupo delimitado azul, parece haver influéncia de varidveis macroscépicas
como inflamacao (“Inf), Muco (“Muc”) e flacidez (“Sof™)

Estas variaveis estdo todas correlacionadas positivamente com o acesso ao exterior
(“Env”) (p =0,2, p=0,3 e p = 0,3 respetivamente) e com o score de Campylobacter spp
(“CBa”) (p: 0,2, p = 0,3, p = 0,2 respetivamente) percebendo-se o porqué da sua
tendéncia.

Inflamacao (“Inf”) e Muco (“Muc”) também estdo correlacionados positivamente

com o score de oocistos (p = 0,2 e p = 0,36, respetivamente) e embora que esta variavel
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tenha sido eliminada, foi observado no primeiro grafico que parte dos animais que estao
no grupo azul t€m scores altos de oocistos.

Abordando agora o grupo delimitado a vermelho, encontram-se animais da
exploragdo A que passaram por uma diarreia na segunda semana de idade, onde se
administrou antibiotico. Os scores das populacdes bacterianas Enterococcus spp (“Ent”),
Escherichia coli (“Eco”) e fungos (“SBR”) foram maximas, tendo sido por este motivo
que o grupo se afastou com as varidveis referidas.

Estas populagdes (bactérias e fungos) sdo dificeis de avaliar, no entanto, parece haver
uma sinergia entre E. coli e Enterococcus spp (correlagdo positiva p = 0,47) e relacao
direta entre o uso de antibidticos e o score de fungos (p = 0,43).

De uma forma pouco evidente, parece haver correlagdo negativa entre a populagio de
E. coli e os parametros macroscopicos inflamagdo, flacidez e muco (p = - 0,3/ - 0,28/ -
0,21 respetivamente). No grafico, este facto € possivel de se observar uma vez que estdo
em quadrantes opostos.

Em relacgdo a populag@o no segundo quadrante (indicada a amarelo), ¢ dificil perceber
a sua tendéncia, mas entende-se que ao contrario do que vimos no grupo isolado a azul, ¢
possivel observar animais jovens que ainda se encontram no interior das instalagdes
(confinados). Neste mesmo grupo parecem posicionar-se, da mesma forma, animais que
estdo sob antibioterapia (“ABi”) e a beber 4gua com temperaturas elevadas “WTe”.

Através de uma observagdo detalhada, conclui-se que grande parte dos animais que
se posicionam nesta zona sdo da exploracdo “B”. Na exploracdo B a performance geral
foi fraca, com animais muito débeis que tiveram acesso ao exterior muito tarde (7*
semana) e que estiveram sobre antibioterapia muito tempo.

Nos anexos podem ser observados os graficos da evolugdo do score das populacdes

bacterianas ao longo das semanas no duodeno.
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4.4.2 Jejuno e ileo

Na analise deste segmento intestinal, retiraram-se as variaveis “Tri” (protozoarios
da familia Trichomonadidae), uma vez que ndo foram observados em nenhum dos
animais.

Neste grafico parece haver separacdo entre 2/3 grupos, no entanto, as variaveis “Hex”
(Hexamita meleagridis) e “Ndf’ (alimento mal digerido), pelo fato de apresentarem

preponderancia exagerada (grafico 11) terdo que ser retiradas para clarificar o grafico.
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Grafico 11. Anélise de correspondéncia do segmento Jejuno/ileo.

Embora que ndo evidente na andlise de correpondencias, Hexamita meleagridis
(“Hex”) apresenta correlacdo positiva com o conteudo intestinal liquido (p = 0,20).

Apos refazer o grafico, como se pode observar no grafico 12, o posicionamento dos
individuos e variaveis tornou-se mais claro, sendo possivel evidenciar um grande grupo
(circulo azul).

Neste grupo (azul), da mesma forma que no segmento duodenal, posicionam-se

animais mais velhos (“Wee”) e com acesso ao exterior (“Env”) que, em parte, tém
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elevadas contagens de oocistos (“Ooc”) e presenca de Campylobacter spp. (“CBa”). Estas
variaveis correlacionam-se positivamente entre si (“Env” e “CBa”: p = 0,86 / “Env” vs
“Ooc”: p= 0,28/ “Wee” e “CBa”: p=10,61)

A variavel Muco (“Muc”) também parece influenciar o grupo, embora que nao
correlacione com a contagem de oocistos nem com 0 acesso ao exterior, no entanto

correlaciona-se positivamente com o score de Campylobacter spp. (“CBa”) (p = 0,28).
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Grafico 12. Anélise de correspondéncia do segmento Jejuno/ileo.

Dentro do grupo abordado (azul), ap6s detalhada observagdo, consegue-se perceber
que ha uma separacao pouco evidente entre animais com altas e baixas/nulas contagens
de oocistos (circulo vermelho e laranja, respetivamente).

Os animais delimitados no circulo laranja parecem estar também influenciados pelas
variaveis E. coli (“Eco”) e Enterococcus spp. (“Ent”).

Mais uma vez, como observado no segmento duodenal, as populagdes bacterianas
Enterococcus spp e Echerichia coli, parecem evoluir de forma sinérgica havendo

correlacdo positiva entre as duas (Eco vs Ent p = 0,64).
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No entanto, parece haver uma correlagio negativa entre a populacao de E. coli (“Eco”)
e Campylobacter spp. (“CBa” e “Eco”: p = - 0,20), bem como, contagem de oocistos
(“Ooc” e “Eco”: p = - 0,20), confirmando-se no grafico que as posicdes destas variaveis
estdo opostas. Os animais que se deslocam em dire¢do ao 3° quadrante tém tendéncia a
ter menor score de Campylobacter spp. e ocistos € maior score de E. coli.

No circulo vermelho posicionam-se os animais com maior score de oocistos, no
entanto, mesmo dentro desse grupo ha diferencas. Os animais com maior score tém
tendéncia a evoluir ao longo da dimensao 1 em fungdo da carga parasitaria.

Abordando o grupo delimitado a verde, no segundo quadrante, embora que dificeis
de identificar por estarem muito sobrepostos, os individuos ai posicionados parecem ser
animais jovens, sem acesso ao exterior, sobre antibioterapia e que estavam a beber agua
com temperaturas elevadas. Uma grande por¢do dos animais neste grupo sdo da
exploragdo B, pelo que se percebe a tendéncia das variaveis acima indicadas (indicadores
de maneio), uma vez que esta exploracdo teve um desempenho zootécnico geral
insatisfatorio.

Embora que ndo evidente no grafico, foi encontrada uma correlagio positiva entre a
dete¢do de Coronavirus (“Cor”) e o conteido intestinal verde (“Gre”) (p = 0,29), e
correlacdo negativa entre o virus e a condi¢ao corporal (“Bod”) (p =-0,42).

No que concerne ao score de fungos (“SBR”), correlacionou-se positivamente com o
uso de antibioticos (“ABi”) (p = 0,25) e detecdo de Coronavirus (p = 0,36).

Por ultimo e importante de salientar, observou-se uma correla¢do negativa entre o
contetdo intestinal liquido (“Liq”) e a condigdo corporal (p = -0,20).

Nos anexos podem ser observados os graficos da evolugdo do score das

populagdes bacterianas ao longo das semanas no jejuno / ileo.
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4.4.3 Ceco
A primeira andlise deste segmento (grafico 13) demonstra preponderancia

exagerada de duas variaveis.
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Grafico 13. Analise de correspondéncia do ceco.

Sendo variaveis macroscopicas “Cas” (contetido caseoso) e “Bei” (conteudo de
cor bege), forcam a localizagdo de alguns individuos para o 3° quadrante, onde também
se situam, com menos evidéncia, a presenga de oocistos (“Ooc”) e contetido liquido
(“Liq”) (circulo vermelho).

O comportamento destas varidveis ¢ compreensivel, uma vez que os animais que
se estdo a posicionar neste quadrante apresentam elevado score de oocistos (“Ooc”).

Pode-se observar que existe correlacdo entre o score oocistos e o contetido liquido
(p: 0,22), bem como entre o ultimo e o conteudo de cor bege (“Bei”) (p: 0,27). Este por
sua vez correlaciona-se positivamente com o conteudo caseoso (p: 0,70), provavelmente
por conferir a cor branca/bege.

O score de oocistos correlaciona-se negativamente com a populacdo bacteriana
Enterococcus spp (“Ent”) (p = -0,42) e este facto observa-se no grafico uma vez que as

duas varidveis se posicionam em quadrantes opostos.
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As variaveis “Cas” (contetido caseoso) e “Bei” (conteudo cor bege) foram
retiradas, dando origem ao grafico 14.

Continua dificil de compreender a dispersao dos elementos, uma vez que algumas
varidveis continuam a demonstrar uma preponderancia exagerada, como ¢ o exemplo da
variavel “Tri” (presenca de protozoarios da familia trichomonadidae).

Esta variavel (“Tri”’) parece influenciar o movimento dos individuos delimitados
com o circulo preto (alto score do parasita), e igualmente, mas de forma menos exagerada,
este grupo parece ser influenciado pela varidvel conteudo liquido (“Liq”) (fig. 31).

Estas duas variaveis (“Tri” e “Liq”) apresentam correlagdo positiva (p: 0,34).
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Grafico 14. Analise de correspondéncia do ceco apos retirada das variaveis: conteudo caseoso (“Cas”) e
cor Bege (Bei)

De modo a entender melhor a dispersdao dos outros individuos, procedeu-se a
exclusdo de “Tri”, “Npr” e “Tou”. Originando assim o grafico da figura 15.

Agora na figura 33, delimitado a vermelho, o grupo descrito no primeiro grafico
analisado parece mais evidente, animais com elevados scores de oocistos (“Ooc”) e com

contetdo liquido (“Liq”), correlacionando-se positivamente (p = 0,22).
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Conforme delimitado a azul e da mesma forma que nos segmentos intestinais
anteriores, pode-se observar animais que t€ém em comum o fato de serem mais velhos
("Wee”), acesso ao exterior (“Env”) e presenca ou elevado score de Campylobacter spp.

A correlagdo, ¢ mais uma vez observada, entre o acesso ao exterior e a populagao
bacteriana descrita (p = 0,81).

Entende-se que ao longo da dimensdo 1 os animais se deslocam de forma positiva
em fungdo do score de Campylobacter spp. € acesso ao exterior. Ja ao longo da dimensao
2 parecem deslocar-se de forma negativa os animais com maior carga parasitaria
(oocistos). E tal como nos outros segmentos, o score de oocistos parece correlacionar
negativamente com o score de Enterococcus spp (p = - 0,42), fato que se pode confirmar
no grafico devido a posicao oposta das duas variaveis.

Ainda dentro do circulo azul, é possivel observar o posicionamento da variavel
“SBR” (score de fungos) que esta correlacionada positivamente com o acesso ao exterior
(p =0,45) e embora que pouco percetivel no grafico, também correlaciona com a variavel
E. coli (p =0,58).
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Grafico 15. Analise de correspondéncia do ceco apos retirada das variaveis: contetido caseoso (“Cas”), cor
bege (“Bei”), trichomonas (“tri), auséncia de cor (“Npr”) e conteudo duro (“tou”).
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No circulo laranja, ¢ possivel observar animais com o conteudo cecal castanho
(“Bro”) e consisténcia cremosa (“Cre”’). A variavel “Bro” correlaciona-se negativamente
com o score de protozoarios da familia Trichomonadidae (p = - 0,20), antibioterapia (p
=-0,41), presenga de coronavirus (p = - 0,24) e conteudo liquido (p = - 0,20). Por esse
motivo, estes animais encontram-se isolados dos outros grupos.

Por ultimo, abordando o circulo verde, é possivel observar o posicionamento de
animais mais jovens, em grande parte da exploragdo B, sobre antibioterapia prolongada,
sem acesso ao exterior e agua de bebida com temperaturas elevadas, tal como relatado
nos outros segmentos.

Nos anexos podem ser observados os graficos da evolugdo do score das populacdes

bacterianas ao longo das semanas no ceco.

4.7 Coloracao GRAM

Apos corar as laminas de todos os segmentos intestinais, procedeu-se a observacao
e fotografia de campos de observagdo no microscopio para registo e execugdo de racios
entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como identificacdo de
morfologias.

O presente método revelou que a identificagdo de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas por vezes ¢ impossivel, gerando duvidas na maior parte dos casos (figura
19,20 ¢ 21).

No intestino delgado, a observacao de bactérias foi mais facil que no ceco, ainda
que por vezes dificeis de identificar.

No ceco, a observagao e identificacdo dependeu muito do tipo de consisténcia e
conteudo intestinal, tendo sido impossivel de fazer qualquer registo na maior parte das
vezes, tendo em conta que se observou muitos aglomerados de bactérias sem que se
consiga claramente perceber a composi¢ao (fig. 21).

Ainda assim, mesmo nas situacdes em que foi possivel observar com clareza,
encontrou-se uma grande variagao de racios e aparéncia, entre os 5 individuos analisados
semanalmente (fig. 20), entre zonas diferentes do intestino e ao longo da mesma lamina
(fig. 19), tornando inexequivel qualquer tentativa de registo e quantificacao.

No entanto, embora que o registo tenha sido impossibilitado, a coloracao foi ttil

ao detetar bactérias com morfologias atipicas (arranjos em Sarcina p.e.) que foram
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encontradas em animais infetados com protozoarios flagelados, com conteudos intestinais

liquidos e gasosos (fig. 18). Estas bactérias podem ser observadas nas figuras 22-27.

Figura 19. Imagem de microscopia otica da mesma ldmina que revelam a heterogeneidade de coloragao
(fotografias do autor)

Figura 20. Imagem de microscopia otica de 4 contetidos cecais de animais com a mesma idade, do mesmo
lote, revelando heterogeneidade entre animais (fotografias do autor).
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Figura 21. Imagem de microscopia otica de ldminas onde ndo se conseguiu diferenciar
com clareza bactérias Gram-positivas de Gram-negativas (fotografias do autor)
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Figura 22. Imagem de microscopia otica de um esfregago do segmento jejuno/ileo onde se diagnosticou
Hexamita meleagridis. Circulo azul — bactérias do género Sarcina (fotografias do autor).

Figura 23. Imagem de microscopia otica de um esfregaco de contetido cecal onde se
encontraram protozoarios da familia Trichomonadidae (fotografias do autor).
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Figura 24. Imagem de microscopia otica de contetido cecal onde se encontraram protozoarios flagelados da
familia Trichomonadidae (fotografias do autor).
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Figura 25. Imagem de microscopia otica de um esfregago jejunal onde
se encontrou Hexamita meleagridis (fotografias do autor).
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Figura 26. Imagem de microscopia otica de um esfregago do segmento
jejuno/ileo onde se detectou Hexamita meleagridis (fotografias do
autor).
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Figura 27. Imagem de microscopia otica de contetido cecal onde se encontram parasitas da
familia Trichomonadidae (seta verde) e ¢ possivel observar bactérias com um formato atipico
(seta preta).
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4.8 May Grunwald Giemsa e Hemacolor®

Da mesma forma que a coloragao Gram, ap6s corar todos os segmentos intestinais,
procedeu-se a observacao e fotografia de campos de visdo no microscopio optico.

Nao se observaram diferencas significativas entre a qualidade de coloragdo da
técnica Mgg e o kit comercial Hemacolor®. Desta forma, o kit comercial revelou-se rapido
e eficitente.

Neste estudo, o trabalho e experiéncia exigidos para a correta observagdo,
identificacdo e quantificagdo de todos os estados parasitarios tornou invalida a sua
execucdo. No entanto, o registo fotografico foi feito para apreciagdo geral e discussdo da
utilidade deste meio de diagnostico.

No que concerne a animais infetados por Eimeria spp. a coloragdo revelou-se ttil,
uma vez que cora com facilidade os estados intermediérios (fig. 28, 29, 30, 31), assim
como protozodrios da familia Trichomonadidae, corando o parasita e os seus organelos
(fig. 32).

No entanto, para protozoarios da espécie Spironucleous meleagridis (Hexamita
meleagridis) a coloragao ndo permitiu uma correta identificacdo, resultando por vezes em

imagens insatisfatorias (fig. 33 e 34).

Figura 28. Coloragdo Mgg de um esfregago duodenal, onde se
observa com clareza merozoitos (setas pretas), oocistos (circulo
preto) e, provavelmente, microgamontes com microgdmetas em
formagdo (circulo vermelho) (fotografia do autor).
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Figura 29. Coloragdo Mgg de um esfregaco duodenal, onde se observa com
clareza merozoitos (setas pretas), oocistos (circulo preto) (fotografia do autor).

Figura 30. Coloragdo Mgg de um esfregaco duodenal, onde se observa com
clareza microgametas (circulo preto) e um oocisto (circulo vermelho)
(fotografia do autor).
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Figura 31. Coloragdo Mgg de um esfregaco duodenal, onde se observa com clareza um
meronte em fase de libertagdo de microgametas (circulo azul) e microgdmetas livres no lumen
intestinal (setas pretas) (fotografias do autor).
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Figura 32. Coloragdo de um esfregago de contetido cecal onde se detetou
presencga de protozoarios da familia Trichomonadidae (setas pretas) (fotografia
do autor)

Figura 33. Coloragdo de um esfregago por aposi¢do do jejuno/ileo onde se
detetou Spironucleus meleagridis (fotografia do autor).
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Figura 34. Colora¢dao de um esfregaco por aposi¢do do jejuno onde foi detectada a presenca de
Spironucleus meleagridis, onde a forma dos parasitas parece estar distorcida e perdendo a
arquitetura original (fotografia do autor).
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Como foi possivel observar, as duas exploracdes tiveram resultados
completamente diferentes, permitindo uma andlise de correspondéncias bastante
elucidativa que possibilitou a comparacdo critica ao nivel de muitas variaveis.

E essencial referir que, embora a populagio estudada tenha sido aleatoriamente
escolhida, o presente trabalho podera ter sido influenciado por variaveis ndo mensuraveis
inerentes a cada animal capturado e a exploragdo em si, ndo havendo qualquer grupo de
controlo apropriado. Para alem deste facto, a utilizacdo de tratamentos poderd ter
influenciado os resultados. Assim, os dados deverdo ser analisados cuidadosamente € com

sentido critico.
5.1. DESEMPENHO ZOOTECNICO E MANEIO

Apoés andlise dos dados, através da interpretacdo dos graficos e da andlise
estatistica executada, € possivel perceber que o desempenho geral da exploragdo A foi
mais satisfatorio que a exploragdo B.

Durante as dez semanas de avaliacdo, a mortalidade na exploracdo A (7%) foi
cerca de um terco da observada na exploragdo B (20%). Etienne Schricke (1991e)
concluiu que em exploragdes cinegéticas onde haja um plano profilatico rigoroso e
adaptado, a mortalidade normal podera variar entre 5% a 8%, num periodo semelhante.
No entanto, outros autores relatam que pela sua sensibilidade aos agentes intestinais, a
mortalidade normal em perdizes pode alcangar 10 a 15% até ao fim do ciclo (J. Duperray,
comunicagdo pessoal, 2010).

Através destes dados, conclui-se que a exploracdo A se encontra dentro dos
parametros normais, € que a B, ao longo das 10 semanas, excedeu o limite tido como
normal.

A saida para o parque de voo deu-se as 5 semanas na exploragdo A e as 7 semanas
na exploracdo B. A altura ideal de saida para o exterior (parque de voo ou apenas pre-
parque) ¢ relativa, uma vez que depende do bando, das caracteristicas meteoroldgicas e
do tipo de instalagdes. No entanto, existem algumas referéncias que reportam para 5 a 6
semanas de idade (Mufioz, 2013) ou até mesmo 3 a 4 semanas (Schricke, 1991¢).

Desde o inicio da criagdo, o objetivo ¢ dar as condi¢des necessarias as aves
enquanto a sua capacidade termorreguladora ndo seja autossuficiente, no entanto, em

contrapartida o grande desafio serd acompanhar o crescimento dos animais e perceber a
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sua necessidade de espaco, que culminard na saida para o parque de voo. O parque de
voo, embora que possa representar muitos desafios para os animais, ¢ importante para o
treino do voo, qualidade do ar e espaco.

Todas estas variaveis deverdo ser gradualmente interpretadas mimetizando o que
acontece em situacao natural.

Analisando a evolugdo da condicdo corporal nos graficos anteriores, ainda que
impercetivel, uma vez que ¢ apenas uma média, pode perceber-se que foi muito mais
instavel na exploragdo B do que na A (grafico 1 e 2). Na exploragdo A apenas se verificou
1 animal com condi¢do corporal abaixo do ideal, enquanto que na exploragdo B se
verificaram 11 ao longo das 10 semanas, num universo total de 100 animais eutanasiados
e analisados. Embora que estes 12 animais possam ndo ser representativos, esta
informacao podera refletir a heterogeneidade do lote.

Outro fator que diferencia o bom do mau resultado, € a instabilidade intestinal que
se traduz em diarreia e por consequéncia em cama hiimida (influenciando a qualidade do
ar e o bem-estar das aves), obrigando o produtor muitas vezes a usar antibiéticos de largo
espectro, durante longos periodos de tempo. Este indicador (cama humida) embora que
ndo tenha sido registado e mensurado, foi observado com frequéncia na exploracao B,
com alteragdo percetivel da qualidade do ar.

A utilizagdo de antibioticos na exploracdo A foi nica, devido a uma diarreia na
segunda semana de idade, ndo tendo sido necessaria a sua utilizacdo até ao fim do estudo.
Na exploragdo B, observou-se a utilizacdo recorrente de antibidticos ao longo do ciclo, a
excecdo da terceira semana.

No que concerne as caracteristicas da agua de bebida que foram mensuradas ao
longo deste trabalho, pode-se observar uma grande diferenga entre exploragdes, tanto ao
nivel do pH como da temperatura.

A temperatura correta da agua ¢ dificil de encontrar, no entanto, tal como foi
demonstrado por Harris et al. (1974) e Eagleson (2014) parece haver preferéncia e
melhores resultados em temperaturas iguais ou abaixo de 24°C e perda de performances
em temperaturas altas como 26°C (ou acima) (Beker & Teeter, 1994; Eagleson, 2014).

Na exploracdo A, embora que na primeira semana excede-se os 26°C, pode-se
observar ao longo das restantes semanas temperaturas iguais ou abaixo de 23°C, estando

dentro dos parametros corretos.
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J& a exploracdo B, manteve temperaturas iguais ou superiores a 26 °C durante as
primeiras 5 semanas, com reducdo para 25°C na 6* semana e apenas na 7* semana se
alcangou temperaturas menores que 24°C, coincidindo com a saida para o parque de voo.

Esta variavel sofre a influéncia de varios fatores, incluindo meteorologia, sistema
de abeberamento, tubagens e temperatura ambiental no interior do local de cria¢do. Este
ultimo fator revela-se o mais importante, uma vez que as altas temperaturas requeridas
nas primeiras semanas, alcangadas com o uso de aquecimento artificial, acabam por
aquecer as tubagens e os bebedouros, fazendo com que a 4gua aqueca, diminuindo o seu
consumo.

No que concerne ao pH utilizado, a exploragdo A apresentou valores entre os 3 e
4 durante as primeiras 6 semanas, com a utilizacdo de uma mistura de 4cidos organicos,
cessando o seu uso na 7 * semana, elevando os valores até ao fim do acompanhamento
(valores entre 7 a 6).

A exploracdo B apresentou ao longo das 10 semanas, valores de pH entre 6 e 7,
recorrendo, da mesma forma, ao uso de acidos organicos.

Como relatado anteriormente, a escolha do pH ¢ um compromisso entre
seguranca, palatibilidade e qualidade microbioldgica. As aves poderdo tolerar variagdes
de pH entre 4 e 8 (Fairchild & Ritz, 2012), pelo que, nesse ponto de vista, as duas
exploragdes tiveram resultados corretos. No entanto a exploragdo A parece apresentar
niveis de pH muito acido (3-4), que se afastam dos valores referenciados por Fairchild &
Ritz (2012) (6), Kirkpatrick & Fleming (2008) (6-8) ou Tabler et al. (2013) (5-7).

Pensa-se que o pH acido (4-3) possa representar um risco de dissolugdo de
compostos das tubagens (chumbo e cobre p.e.) (Watkins, 2004) ou que seja perigoso para
o trato gastrointestinal dos animais, no entanto, ao nivel microbiologico parece ser a inica
forma de inibir a atividade microbiana, tornando o meio desfavoravel ao desenvolvimento
de Clostridium, E. coli e Salmonella (Hardin & Roney, 1989). Ao nivel zootécnico,
Watkins (2004) relatou a melhoria de performances e a correta consisténcia das fezes com
opH entre 3 e 5.

Nos animais da exploragdo A, analisados semanalmente, ndo se encontrou
nenhuma lesdo ao nivel gastrointestinal que possa ter sido associada ao uso do acido. Ao
nivel do lote, ndo se detetou cama htimida e diarreias frequentes, a exce¢ao da segunda
semana, pelo que os niveis de pH praticados pareceram satisfatorios ainda que haja muitas

varidveis envolventes e parametros ndo avaliados.
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Reunindo os fatores zootécnicos e fazendo um balanco geral, entende-se que
embora dependente de outas varidveis ndo abordadas neste capitulo (parasitoses p.e.) ha
uma jung¢do de fatores de mau maneio na explora¢do B. Este fato foi comprovado na
analise de correspondéncia ao nivel de todos os segmentos intestinais, havendo sempre
um posicionamento tendencioso de um grupo de animais entre o segundo e o terceiro
quadrante. Neste grupo posicionam-se, maioritariamente, animais da exploracdo B que
parecem ter em comum o facto de ndo ter acesso ao exterior (confinamento), dgua de
bebida quente, tratamento antibiotico e por vezes diminui¢do da condi¢@o corporal.

Embora dificil de retirar quaisquer conclusdes, entende-se que as primeiras idades
(iniciagdo) sdo das alturas do ciclo de produgdo mais problematicas, uma vez que os
perdigotos necessitam de muitas condi¢des, pelo facto de ainda ndo regularem
corretamente a temperatura corporal e ndo serem imunocompetentes.

Estas condi¢des fazem com que o confinamento seja obrigatério € ao mesmo
tempo complicado, correndo-se o risco de haver stress (térmico essencialmente), quebras

de consumo de dgua e alimento e diarreias, instalando-se um ciclo dificil de quebrar.

5.2. PARASITOSES

Comegando pela coccidiose, em espécies cinegéticas ¢ dificil de definir, no
entanto a sua presenca num bando podera significar mortalidades superiores a 50%, com
grande morbilidade e perdas associadas a infe¢des bacterianas e problemas
comportamentais (picacismo p.e.) (Eva Pendleton, comunicagdo pessoal, 2009).

A epidemiologia referenciada em perdizes ¢ escassa, no entanto, Bolognesi et al.
(2006) observaram mortalidades entre 46,5% e 52%, com inicio entre a 4 ¢ a 5% semana
de idade. Naciri et al. (2014), de uma forma pormenorizada, através da inoculacao de
oocistos revelaram que em infe¢des Unicas a mortalidade ¢ baixa, tendo sido nula em
infegdes no intestino delgado (E. caucasica e E. Kofoidi) e cerca de 2% em infegdes ao
nivel do ceco (E. legionensi). A infecdo unica cecal traduziu-se por impacto no
crescimento, revelando mortalidade

Nesse mesmo trabalho, foi observado que em infe¢des triplas (duodeno,
jejunolileo e ceco afetados) a mortalidade chegou aos 28% com impacto no crescimento
e que os dados das infecdes duplas se encontram entre os valores anteriormente referidos

(E. caucdasica e E. legionensis: 11%).
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Em situag@o de campo as infegdes triplas sdo mais frequentes e o aparecimento da
sintomatologia parece dar-se entre a 3" e a 5* semana de idade (Pagés, 1991; Bolognesi et
al., 2006), tal como em frangos de carne (3%- 6 semana) (MacDougald & Fitz-Coy, 2008).

Tanto na exploragdo A como na B, a primeira infecdo foi a 3* semana de idade, ao
nivel do ceco, tal como reportado por Pagés (1991), representando mortalidades de cerca
de 1% nessa semana, a semelhanca da mortalidade referenciada por Naciri (2014) em
infegdes Unicas ao nivel do ceco (2%). No entanto, o impacto ao nivel do crescimento foi
mais evidente na exploragdo B, onde se pode observar uma diminui¢do geral da condi¢ao
corporal (grafico 2 e fig. 36)

Apods a 3" semana, os tipos de infecdo diagnosticados divergiram nas duas
exploragdes. Na A continuou a observar-se coccidiose, com evolu¢do para outros

segmentos, enquanto que na B houve complicagdo por outros parasitas.

5.2.1 Exploragao A

Observaram-se nas semanas seguintes os 3 segmentos intestinais afetados
(duodeno, jejuno\ileo e ceco) a excegdo da 8* (apenas jejuno/ileo) e 10* semana (apenas
ceco). Através da observagdo do grafico, entende-se que os scores de oocistos maximos
alcancados foram entre a 4* ¢ a 7° semana de idade demonstrando sinais evidentes de
coccidiose.

Com os dados de Naciri (2011; 2014) ¢ possivel perceber que, embora neste
trabalho ndo se tenham identificado espécies de Eimeria spp., pela localizacdo dos
oocistos encontrados (intestino delgado e ceco) esteve-se perante uma infecdo tripla ou
dupla. Provavelmente, por Eimeria legionensis, tendo em conta que ¢ a Unica com
tropismo cecal, e Eimeria kofoidi uma vez qua as suas lesdes caracteristicas foram
encontradas (fig. 35).

Pelo facto de ndo se ter diferenciado oocistos e de E. caucasica ndo ter lesdes
patognomonicas € dificil perceber se esteve envolvida na infecao do intestino delgado.

A mortalidade total desde o primeiro diagnoéstico foi de 2,35%, embora que possa
ter sido devido a outros fatores, este valor ¢ o maximo atribuivel a coccidose, nao
corroborando com os valores de Naciri et al. (2014) para infecdes triplas (28%), nem para
infegcdes duplas por E. caucasica e E. legionensis (11%). No entanto parece aproximar-
se dos valores dos mesmos autores para infe¢des duplas por E. kofoidi e E. legionensis

(4%) que provavelmente estiveram presentes neste caso.
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Abordando as lesdes encontradas neste lote, ao nivel do intestino delgado, foi
possivel observar duodenite mucoide, enterite catarral, focos necroticos, conteudos
liquidos, por vezes multicolorados, sangue digerido, alteracdes ao nivel da parede
intestinal (variagdes da espessura p.e.) e flacidez geral.

Estes dados coincidem quase na totalidade com os descritos por Naciri et al.
(2011) apds inoculagdo de oocistos, no entanto estes autores observaram alteracdes
acentuadas ao nivel da cor do conteudo (amarelo, verde, verde-florescente) e falsas
membranas, que ndo foram observadas neste caso. O sangue digerido encontrado,
também ndo foi descrito pelos autores referidos, no entanto Naciri et al. (2014)
descreveram a existéncia de manchas de sangue no muco presente em diarreias.

No ceco, as alteragdes observadas foram a falta de dilatacdo, palidez, conteudos
liquidos de diferentes cores (bege, alaranjado e verde p.e.) e gés.

Estas alteragdes corroboram, mais uma vez, com os dados de Naciri et al. (2011)
no entanto, os autores observaram nodulos caseosos no lumen cecal, hemorragias na
mucosa e fortes alteragdes inflamatorias catarrais, que ndo foram detetadas nesta
exploragdo.

Relativamente aos sinais clinicos, tal como descrito anteriormente, a condigao
corporal foi boa ao longo da avaliacdo, ndo se tendo observado heterogeneidade do lote,
nem animais prostrados, sendo a mortalidade apenas de 2,35%. Nao se presenciou a
existéncia de cama hiimida, no entanto, embora nao se tenham detetado animais com
diarreia € provavel que tenha existido, tendo em conta que era um lote grande e a visita
era feita uma vez por semana.

Os dados relativos a sintomatologia € a forma como os animais deste lote
responderam a infeg¢do revelam que a coccidiose ndo se refletiu na performance nem na
qualidade do bando. Na necropsia foi possivel observar aves em condi¢des corporais
excelentes, no entanto com sinais evidentes de coccidiose a nivel intestinal (fig. 50).

Estes dados ndo corroboram com a sintomatologia tipica referenciada nas mais
variadas publica¢des, como a existéncia de heterogeneidade, animais despigmentados,
olhos semi-cerrados, penas erigadas (Borges, 2007), asas tombadas, diarreias liquidas,
alteracdes no consumo de agua e alimento (Schericke, 1991) e odor a sangue digerido
(Chatenet, 2014a).

E dificil perceber o porqué de os animais terem respondido tio bem & coccidiose,

ndo evidenciando quaisquer sinais de doenca antes da necrdpsia, no entanto os bons
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parametros zootécnicos (boa gestdo das temperaturas, acidificagdo da 4agua e

biosseguranga) poderdo ter sido cruciais e suficientes para evitar maior mortalidade.

Figura 35. Animal da exploragdo B com evidente coccidiose ao nivel do ceco e duodeno. Podem
observar-se focos necroticos semelhantes as lesdes de Eimeria kofoidi (setas pretas). Este animal,
apesar da evidente coccidiose, apresenta a condi¢do corporal 6tima (fotografias do autor).

5.2.1 Exploragio B

Deve-se salientar que, ao contrdrio do que se observou na exploracdo A, neste
caso diagnosticaram-se 3 tipos de parasitas diferentes, todos eles em baixa quantidade.

Na tabela 4 ¢ possivel compreender que, tanto o nimero de segmentos infetados
com oocistos, como o score em cada um, foi mais elevado na explora¢do A que na B, no
entanto a exploragdo A demonstrou melhores resultados em comparagao a B.

Este facto sugere que a infecdo por Eimeria spp. poderad ndo ter sido a responséavel
pela alta mortalidade e baixa performance da exploracdo B, ainda que se deva ter em

conta que foi usado tratamento coccidicida na semana 4 e 9.

Tabela 4. Soma dos scores de oocistos encontrados em cada segmento € soma do niimero de segmentos
infetados com oocistos na exploragdo A e B.

Soma dos scores de cada segmento Numero de segmentos afetados
Duodeno Jejuno/ileo Ceco Duodeno Jejuno/ileo Ceco
51 25 63 21 14 26
B 15 10 45 6 5 16
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Observou-se neste caso que a coccidiose diagnosticada foi, praticamente, inica
até a 6* semana ao nivel cecal, tendo-se alcangado 10% de mortalidade durante as 3
semanas, ndo estando de acordo com a mortalidade descrita por Naciri et al. em 2014
(2%), nem pelos mesmos autores em 2011 (4%) para infegdes Uinicas cecais.

Um facto que podera ter potenciado o aumento da mortalidade foi a existéncia
concomitante de protozoarios da familia Trichomonadidae que se detetou a 5* semana de
idade, coincidindo com o pico de mortalidade, permanecendo presente em baixas/médias
quantidades até ao fim da avaliagao.

O multiparasitismo acentuou-se ao longo da avaliacdo, tendo-se detetado a
presenca de oocistos em todo o intestino delgado, bem como presenca de Spironucleus
meleagridis no jejuno/ileo.

Estes factos corroboram com a descrigdo de Schricke (1991d) sobre a forma
crénica da infecdo por tricomonas (inicio a 4%/5* semana de idade) relatando que estdo
frequentemente associados a outros parasitas.

O mutiltiparasitismo e a existéncia constante de utilizacdo de antibioticos, fazem
com que ndo se consigam atribuir valores corretos de mortalidade a agentes especificos,
como na exploracdo A, invalidando quaisquer tentativas de corroborar os valores
alcancados.

Em relacdo as alteragdes cecais encontradas nas infegdes unicas por Eimeria spp.,
pdde-se registar, da mesma forma que na exploracdo A, alteracdes do contetdo
(essencialmente liquido), palidez, perda de dilatacdo e existéncia de nodulos caseosos
(fig. 36), que ndo se observaram na exploracao A. Mais uma vez, todas estas informagdes
corroboram com os dados de Naciri et al. (2011), embora que as alteragdes que os autores
observaram nos cecos foram mais exuberantes.

O impacto no crescimento foi evidente, observando-se varios animais em
condi¢des corporais como a da figura 36 (magro), ao contrario do que se observou na

exploragdo A.
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. U
Figura 36. Fotografias de animais infetados por Eimeria spp.: 1- Condi¢ao corporal de classificagdo 2 (magro);
2- Ceco em fase inicial de coccidiose com altera¢des ao nivel do contetido (pastoso); 3- Ceco com alteragdes ao
nivel do contetido (liquido); 4- Ceco com diminui¢ao da dilatagdo e presenga de um nodulo caseoso (seta preta),
responsavel pela tonalidade bege do contetido cecal; (fotografias do autor).

No que diz respeito as alteragdes provocados pelos protozoarios da familia
Trichomonadidae, foi possivel encontrar os cecos dilatados em excesso, conteudos
liquidos, gasosos na maior parte das vezes, com cores entre o verde e o amarelo. Estes
animais encontravam-se frequentemente magros, prostrados e com diarreias liquidas (fig.
18 e 37).

Estes dados (lesdes e sintomatologia) coincidem com a descricdo de Chatenet
(2014b), Schricke (1991d) e Guérin et al. (2011b), embora que ndo se tenham detetado
lesdes no figado como descritas por Liebhart et al. (2014). O contetido cecal liquido
correlacionou-se positivamente com a existéncia do parasita (p = 0,34).

Na infecdo por Spironucleus meleagridis, observou-se conteudo liquido no
jejuno/ileo (fig. 37) e sintomatologia semelhante a da infecdo anteriormente descrita,
estando de acordo com os dados de Chatenet (2014b). O autor relata também que este
parasita precede com frequéncia as infegdes por tricomonas, tal como observado neste

Ccaso.
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Figura 37. Fotografia de animal magro, com infe¢cdo concomitante de Spironucleus meleagridis no intestino

delgado e tricomonas no ceco. Setas pretas - conteudo intestinal cilindrico verde acompanhado de conteudo

liquido; Setas verdes — Contetido cecal liquido com gas; (fotografias do autor).

No que diz respeito as lesdes e alteragdes no intestino delgado em animais com
coccidiose, foram semelhantes as encontradas na exploragdo A (enterites mucoides
essencialmente), a excecdo da detegdo de lesdes tipicas de Eimeria kofoidi, deixando a
duvida a cerca dos tipos de infegdo. As alteragdes corroboram com os dados de Naciri et
al. (2014; 2011).

Abordando a terapia dos protozodrios flagelados ¢ crucial referir, mais uma vez,
que as associacdes de antibiodticos frequentemente praticadas nao sdo eficazes no combate
aos protozoarios, uma vez que apenas atingem as bactérias que servem de alimento para
o parasita. Chatenet (2014b), referiu que o uso indiscriminado dos mesmos levou a uma
perda de eficacia, possivel de se observar neste caso, uma vez que mesmo sobre
associacdes de antibidticos os protozodrios continuaram a ser detetados ao longo da
avaliagao.

Abordando, da mesma forma, a eficicia dos produtos coccidicidas, foi possivel

observar que o uso de toltrazuril, na 5% semana, ndo se revelou eficaz tendo-se observado
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coccidias e lesdes nas semanas seguintes. Talvez o seu uso possa ter reduzido a
possibilidade de observar mais oocistos em outros segmentos, bem como lesdes, no
entanto a perda de eficacia por parte dos produtos coccidicidas quimicos ou sintéticos €
frequentemente documentado pela existéncia de poucas moléculas, selecdo de parasitas

resistentes e essencialmente uso a longo-termo (Gerhold et al., 2016).

5.3. POPULACOES BACTERIANAS
5.3.1 Relacao entre o parque de voo e microorganismos

Apbs a andlise de correspondéncias, foi possivel identificar em todos os
segmentos, que ha um grupo a apresentar uma forte tendéncia para o 1° e 4° quadrante.
Este grupo arrastou consigo variaveis como: score de Campylobacter spp. no intestino,
acesso ao exterior ou parque de voo, idade e score de oocistos.

E facil perceber o porqué do score de oocistos se deslocar na mesma dire¢io de
“acesso ao exterior”’, uma vez que no parque de voo o meio € muito contaminado e a sua
desinfecdo ¢ dificil, sendo por vezes um trigger-point para coccidioses. Estas variaveis
correlacionaram positivamente entre si, tanto no duodeno (p = 0,44) como no jejuno/ileo
(p =0,398).

O posicionamento da “idade” também ¢ presumivel uma vez que s6 animais
maturos ¢ que tém acesso ao parque de voo (5 semana na exploracdo A e 7* na exploragao
B).

No entanto e de forma inesperada, Campylobacter spp. posicionou-se neste grupo,
revelando que todos os animais com acesso ao exterior apresentaram presenga ou
elevados scores de Campylobacter spp. em todos os segmentos intestinais, observando-
se uma forte correlagdo no duodeno (p = 0,95), jejuno/ileo (p = 0,86) e ceco (p = 0,81).
Esta circunstancia pode ser observada nos graficos 16 e 17.

Este facto revela-se importante, ndo s6 por ser a maior correlagdo encontrada
durante o trabalho, mas também pelo facto anteriormente abordado sobre os parques de
V00, uma vez que sdo espacos naturais delimitados por rede, onde ¢ dificil fazer uma
correta desinfecdo. Estes parques sdo semelhantes aos utilizados na producao de frangos
ao ar livre, que sdo considerados, frequentemente, um fator de risco para colonizagao de
Campylobacter spp. em sistema de producdo organico (Vandeplas et al., 2010; Rivoal et

al., 2005; Huneau-Salaun et al., 2007).
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Campylobacter spp. ndo ¢ frequentemente patologico em aves de producdo, no
entanto, as mesmas parecem ser o reservatorio da bactéria no trato digestivo, tornando a
carne de ave a principal fonte de contaminagdo para o humano (Guérin et al., 2011c),
sendo considerado a causa mais comum de gastroenterite de origem bacteriana a nivel
global (Heuer et al., 2001). Apesar deste facto frequentemente relatado em avicultura
industrial, Bezille (2015) descreveu que em aves cinegéticas Campylobacter spp. pode
estar envolvido em certos distubios intestinais.

E facil perceber o porqué de ndo se ter detetado a sua presenca em animais sem
acesso a exterior, uma vez que Campylobacter spp. ¢ sensivel a maior parte dos
desinfetantes disponiveis no comércio (Chatenet, 2014c) e no local de criacdo a
desinfe¢do ¢ feita com regularidade, bem como vazio sanitario.

A contaminacdo em avicultura parece dar-se de forma horizontal, pelo contacto
com aves selvagens, outros animais presentes em quintas, homem, dguas contaminadas e
insetos (Guérin et al., 2011c). A separacdo entre o parque de voo e o exterior ¢ feita apenas
por uma rede que por vezes ndo tem nenhuma medida de seguranca para afastar a
aproximacao e contacto de outros animais.

A hipodtese de que esta bactéria esteja presente em grande quantidade no parque
de voo dando origem a presenca e altas contagens no trato digestivo ¢ sustentavel. No
entanto ¢ importante referir que a passagem ao parque de voo representa muitas alteragdes
e desafios para o animal, como por exemplo:

- Alimentacao (folhas e insetos p.e.).

- Stress (stress de passagem ao parque de voo e contacto com o0 novo ambiente).

- Contacto com novos agentes patogénicos (fungos, bactérias e parasitas p.e.).

- Contacto com aves selvagens que atravessam as redes do parque de voo.

Estes desafios poderao ser o suficiente para desencadear alteragdes intestinais que
poderdo culminar no favorecimento do crescimento e estabelecimento de algumas
bactérias patogénicas (Campylobacter spp e Salmonella spp.).

Dois exemplos disso sdo as correlagdes positivas observadas entre o acesso ao
parque de voo e score de fungos ao nivel do ceco (p = 0,45), score de oocistos no duodeno
e jejuno/ileo (p = 0,44 e 0,28 respetivamente) e aumento de muco no duodeno (p = 0,30).

O muco e mucinas desempenham um papel crucial contra o estabelecimento e
desenvolvimento de bactérias no intestino, mas em particular, Campylobacter jejuni

parece ter adaptagdes especificas que permitem a colonizagdo do muco intestinal com
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sucesso (Alemka et al., 2012). Curiosamente, embora que dificil de corroborar, o score
de Campylobacter spp. correlacionou-se positivamente com o aumento de muco duodenal
(p =0,27) e jejunal (p = 0,28).
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Grafico 16. Score de Campylobacter spp. nos 3 segmentos intestinais na exploracdo B ao longo das 10
semanas de avaliagdo: pode observar-se que o acesso ao parque de voo a partir da 7* semana (circulo)
influenciou a presenga e carga desta bactéria em todo o intestino.
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Grafico 17. Score de Campylobacter spp. nos 3 segmentos intestinais na exploragdo A ao longo das 10
semanas de avalia¢do: pode observar-se que o acesso ao parque de voo a partir da 5* semana (circulo)
influenciou a presenga e carga desta bactéria em todo o intestino.
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5.3.3 Echerichia coli, Enterococcus spp. e fungos

De uma forma generalista estas bactérias estdo presentes no intestino como
microrganismos comensais, que poderdo ser potencialmente patogénicos.

Echerichia coli ¢ uma bactéria frequentemente reportada como agente
septicémico em avicultura industrial (Guérin et al., 2011d), no entanto a frequéncia com
que ¢ diagnosticada em aves cinegéticas ¢ menor que em frangos ou perus. O seu papel
deve ser tido em conta sempre como agente patogénico secundario (Chatenet, 2014d).

Enterococcus spp. também tem um papel semelhante ao de E. coli como
comensal.

Certos microrganismos (comensais essencialmente) tém efeitos positivos quando
as condicdes intestinais sdo estdveis, no entanto, os mesmos microrganismos podem
contribuir negativamente com metabolitos perigosos para o hospedeiro quando as
condi¢des intestinais alteram (Oviedo-Rondon, 2013). Dai surge o interesse de
monitorizar estas populagoes.

O uso de antibioticos observado nas duas exploragdes podera ter influenciado toda
a evolugdo registada. Um exemplo que reforga este argumento ¢ a correlagdo positiva
entre o score de fungos e o uso de antibioticos, que se observou no duodeno (p = 0,43),
jejuno/ileo (p = 0,25) e ceco (p = 0,36).

Deste modo, o registo da evolugdo correta de Enterococcus spp. € Echerichia coli
(essencialemente) foi invalidado, embora que haja pontos interessantes a salientar no que
concerne aos dois microrganismos.

A evolugdo de Enterococcus spp. € Echerichia coli, ao longo da analise de
correspondéncias, pareceu ser sinérgica no intestino delgado, revelando correlagdo
positiva tanto no duodeno (p = 0,47) como no jejuno/ileo (p = 0,64).

Embora a andlise tivesse sido bastante influenciada por varios fatores
(antibioterapia, maneio e parasitas p.e.) também se conseguiu verificar que estas duas
populagcdes bacterianas parecem apresentar uma correlacdo negativa com fatores
negativos no geral:

- E. coli correlacionou-se negativamente com inflamacgao, flacidez e muco no
duodeno (p =-0,39, p =-0,28, p =-0,21 respetivamente).

- Enterococcus spp. correlacionou-se negativamente com flacidez no duodeno (p

= .0,29).
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- E. coli correlacionou-se negativamente com Campylobacter spp. € score de
oocistos no jejuno/ileo (p =-0,20, p =-0,20 respetivamente).
- Enterococcus spp. correlacionou-se negativamente com o score de oocistos no

ceco (p =-0,42).

Estes 4 pontos, ainda que pouco consistentes ao longo dos segmentos, de uma
forma muito geral, demonstram que estas duas populagdes bacterianas parecem diminuir
aquando da presenca de fatores negativos no sentido amplo, sejam alteragdes intestinais

(inflamacao p.e.), parasitas (oocistos p.e.) e até mesmo outras bactérias (Campylobacter

spp. p.e.).

5.4. CORONAVIRUS

No que diz respeito ao papel deste virus, ganhou importancia na avicultura por ser
o agente envolvido na bronquite infeciosa (IBV) em galinhas e responsavel por causar
enterites em Perus (TCoV), com grande impacto economico (Cavanagh, 2007).

No caso especifico do IBV, sabe-se que existem numerosos serotipos, que iram
variar em sintomatologia (respiratoria, renal, genital p.e.) (Guérin et al., 2011e) e que a
capacidade de o virus se replicar em tantos tecidos podera contribui para a diversidade de
sequéncias das suas proteinas, especialmente a proteina S (Cavanagh, 2007).

A sua presenca em aves cinegéticas ¢ pouco relatada, no entanto o Coronavirus
dos faisoes (PhCov) estd bem documentado, relacionado com sintomatologia respiratoria
e renal (Lister et al., 1985; Spackman & Cameron, 1983).

Em Franca, nos ultimos anos, o virus tem sido associado a perdizes com um
quadro clinico de prostracdo, baixo consumo de dgua e alimento, sintomatologia renal e
entérica (Chatenet & Bezille, 2015). Estes autores definiram a sindrome com elevada
mortalidade que poderd evoluir durante 3 semanas, onde as respostas terapéuticas
parecem ser heterogéneas com frequentes recidivas, presenga de multiparasitismo
(coccidias e protozoarios flagelados) e persisténcia da sintomatologia durante longas
semanas.

Chatenet & Bezille (2015) revelaram ainda que alguns testes genéticos feitos
demonstraram a proximidade deste virus com o dos perus (TCoV), ainda que a

identificagdo completa do agente ndo tenha sido feita.
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No presente trabalho, embora que ndo se tenha recorrido a testes genéticos, nos
casos onde o teste rapido revelou positivo (exploracdo B), o quadro lesional foi
compativel com o descrito. Observando-se contetidos intestinais liquidos com enterite
catarral de cor verde (fig. 38) ao nivel do jejuno/ileo, semelhante ao descrito por Chatenet
& Bezille (2015), bem como a existéncia de multiparasitismo e respostas incorretas a
diferentes tratamentos antibioticos, relatado.

De modo a reforcar estes factos, foi encontrada correlagdo positiva entre a
positividade ao teste rapido e o conteudo intestinal verde (p = 0,29), bem como com o
score de fungos (p = 0,36). Esta tultima correlagdo revela a recorréncia ao uso de
antibioticos, pela falta de eficacia, que também correlacionou positivamente com a
detegdo de coronavirus (p = 0,34), ndo como causa, mas como consequéncia.

Ainda se pode observar correlacdo negativa entre a positividade ao teste e a
condi¢do corporal (p = -0,42), provavelmente devido a diminui¢do abrupta do consumo

de alimento ja descrita (Chatenet & Bezille, 2015).

Figura 38. Fotografia de um animal onde o teste rapido revelou positividade: enterite
catarral de cor verde com alto contetido liquido e multiparasitismo; (fotografias do
autor).
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5.5. PARAMETROS MACROSCOPICOS E A SUA INTERPRETACAO

A avaliagdo e interpretacdo cuidadosa dos pardmetros macroscOpicos permitiu
concluir que aporta muita informagdo crucial em situagdes praticas. Exemplos bésicos
disso sdo algumas correlagdes positivas observadas entre:

- Contetido mucoide duodenal e score de oocistos (p = 0,36);

- Inflamagao no duodeno e score de oocistos (p = 0,20);

- Contetdo liquido no jejuno/ileo e presenga de Spironucleus meleagridis (p =
0,20);

- Contetdo liquido no ceco e score de oocistos (p = 0,22);

- Contetdo liquido no ceco e presenca de parasitas da familia Trichomonadidae

(p=0,34);

No entanto, apesar destes fatos, foi possivel observar que alguns animais
apresentavam alteracdes no intestino delgado sem presenca de parasitas, principalmente
na exploragdo B. As alteracdes referidas sdo a inflamagao (vasos sanguineos exuberantes,
congestionados, ¢ manchas vermelhas na serosa), presenga de muco, flacidez, entre
outros.

Pensou-se inicialmente que todas estas variaveis se deslocassem uniformemente,
no entanto, o que se entendeu foi que estas varidveis indicadoras de falta de satde
intestinal estdo presentes, sem que haja necessariamente parasitas e mortalidade.

Estes dados remetem-nos para a sintomatologia de enterite bacteriana ou disbiose
descrita por De Gussem (2010) em frangos de carne, como abordado na revisdo
bibliografica, esta sindrome de falta de satide intestinal geral ndo esta estritamente ligada
a coccidiose, sendo multifatorial (maneio, alimentagdo, virus, parasitas p.e.). O autor
aborda o problema do ponto de vista macroscopico e microscopico, referindo que os
intestinos irdo ficar irritados, resultando em inflamagao, que ao nivel microscépico se
traduz em altas infiltragdes e agregacdes de linfocitos e macroscopicamente pela
tonalidade avermelhada na parede intestinal e vasos sanguineos hiperémicos observados
externamente. Ainda relata que a reagao intestinal a alteracdo da microbiota causa “stress
fisiologico” que leva ao aumento de células caliciformes e produgdo de muco, bem como

contetidos viscosos € aquosos.
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Ainda se entende que o reduzido tonus e distensdo do intestino poderd estar
relacionado com a reducdo da espessura da tunica muscularis, levando a uma aparéncia
flacida do intestino aquando do corte (De Gussem, 2010; Teirlynk et al., 2011).

Com este tipo de informagdo, estes autores conseguiram criar uma forma de
avaliar a satde intestinal através de pardmetros macroscopicos simples, que permitem a
correlacdo com outros fatores (nutrigdo, coccidiose, maneio p.e.), oferecendo uma visao
holistica, diferente da usual.

Embora que estes avancgos cientificos tenham sido aplicados apenas a avicultura
industrial (frangos e perus), encontram-se semelhangas nas espécies cinegéticas, uma vez
que independentemente do agente diagnosticado (coccidiose e virus p.e.) se conseguiu

identificar estes sinais de falta de saude intestinal com facilidade figura 39.

S GEC R P ot * B chln S T L s i
Figura 39. Fotografias tirada em varios casos, com patologias completamente diferentes, no entanto, a falta de
saude intestinal ¢ comum a todos eles: 1 — Inflamacgao (hiperemia e tonalidade avermelhada); 2 — Duodeno
flacido; 3 — Duodeno flacido com contetdo mucoide esbranquigado, multicolorado e liquido; 4 — Jejuno com
parede intestinal fina, sendo possivel observar através da mesma; 5 — Duodeno com conteudo liquido e
formagdo de gas; 6 — Jejuno apresentando alimento por digerir; 7 — Jejuno apresentando contetido viscoso
alaranjado e uma particula de alimento por digerir (seta preta); 8 — Jejuno flacido apresentando contetido
mucoide, multicolorado e liquido; 9 — Fezes amarelas fluidas e com gas, sinalizando falta de satide intestinal;
(fotografias do autor).
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Assim, no futuro podera ser interessante a avaliacdo da saude intestinal geral de
espécies cinegéticas, mesmo que apenas qualitativa, de modo a entender se podera aportar
informagdes interessantes para melhorar diagndsticos em situagdo de campo e
laboratorio. Este tipo de avaliagdo também podera dar ao produtor uma ferramenta util de
monitorizagdo do bando, embora que deva ser mais explorada.

Por ultimo, abordando os pardmetros macroscépicos avaliados no ceco, pode-se
chegar a conclusdo que a avaliagdo e registo de cores (verde e castanho p.e.) e
consisténcias (cremoso, pastoso e duro p.e.) ndo revelaram importancia estatistica a

excecdo do conteudo liquido, dilagdo e existéncia de gas ou nodulos caseosos, que ja

foram referidos.
5.6. COLORACOES
5.5.1 Gram

A utilizacdo desta técnica ndo correspondeu com as expectativas iniciais de
identificar e registar um racio entre Gram-positivas e Gram-negativas em cada segmento
intestinal, embora se tenham conseguido imagens interessantes.

A maior limitagdo da coloracdo neste estudo foi a heterogeneidade de bactérias e
racios dentro da mesma lamina ao nivel cecal, tal como demonstrado no capitulo dos
resultados, revelando que as bactérias ndo estdo distribuidas uniformemente no contetido
intestinal.

Para alem disto, a coloragdo pareceu ndo corar corretamente certas laminas,
fazendo especular que a matéria fecal possa impedir a correta penetragdo dos corantes,
tendo-se encontrado maiores dificuldades em corar esfregacos de contetidos mais solidos
e duros.

Algumas experiéncias demonstraram que a diluicdo do conteudo cecal em agua
destilada poderd permitir uma melhor coloragdo e nitidez das imagens.

Para alem de a coloracao ser pouco uniforme dentro do mesmo esfregaco, também
se revelou uma grande heterogeneidade entre animais do mesmo lote, reforcando a
dificuldade do seu uso como ferramenta de monitorizacao de bandos.

Apesar dos factos negativos descritos, a coloragdo revelou resultados interessantes
na identificagdo de bactérias com morfologias atipicas, em segmentos intestinais

parasitados.
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Tal como descrito na revisdo bibliografica, hd uma interacao entre a microflora
intestinal e os protozoarios flagelados, e a composicdo da mesma ¢ crucial para o
desenvolvimento do parasita, sendo que este ultimo podera influenciar outras populagdes
secundarias de bactérias (Schricke, 1991d). Este facto pode explicar que em esfregacos
de segmentos intestinais infetados por protozodrios flagelados foram encontradas
bactérias com morfologias diferentes do que se observou em animais saudaveis.

Embora que através da morfologia ndo se conheca a espécie, pode-se constatar
que as bactérias observadas sdo essencialmente em forma espiral ou curvada (espiroqueta,

espirais ou vibrios) ou arranjos em forma de Sarcina (fig. 40).
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Figura 40. Diferentes morfologias bacterianas. As delimitagdes
vermelhas referem-se as morfologias que se observaram no presente
trabalho em animais infetados com protozoarios flagelados (adaptado
de Talaro & Talaro, 1999).

As bactérias do tipo Sarcina sao Gram-positivas, da familia Micrococcaceae, que
se arranjam em formas cubicas de oito ou mais células. As duas espécies até agora
descritas, anaerdbicas e fermentadoras de agucar, sdo Sarcina ventriculi e Sarcina
maxima, ocorrendo de forma natural no ambiente, tendo sido isoladas no solo e graos de
cereal (Canale-Parola, 1970; 1986).

A sua descri¢cdo bibliografica em avicultura € escassa, sendo documentada em
dilatagdes e tor¢cdes do abomaso em borregos e vitelos, associados a enfisema, edema e
acumulac¢ado de gas (Edwards, et al., 2008; Vatn et al., 1999). Em medicina humana esta
bactéria também parece estar relacionada com alteragdes gastrointestinais (obstrugdo

gastrica e atraso no esvaziamento do estomago).
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A associagdo entre a sintomatologia e bactérias do tipo Sarcina é evidente, ainda
que ndo seja bem compreendido se € a causa primaria (Edwards, et al., 2008).

A sua capacidade de resistir e crescer em valores de pH acido (1 p.e.), produzindo
acetato, didoxido de carbono, hidrogénio, etanol (S. ventriculi) e butirato (S. maxima)
(Cabale-Parola, 1986) tornam este microrganismo intrigante. Tolentino el al. (2003)
especulou que estes produtos de fermentagdo (essencialmente de S. ventriculi) poderdo
levar a acumulagdo local de acetaldeido, causando lesdes na mucosa semelhantes a
intoxicacdo por etanol em humanos.

Em avicultura, embora que pouco relatado do ponto de vista bibliografico, estas
bactérias sdo frequentemente observadas aquando da execucdo de analises parasitarias,
sendo consideradas um achado. Alan Pearson (2014) descreveu a sua aparéncia como
cristalina de formato tipico, frequentemente observada em aves cinegéticas infetadas por
protozoarios flagelados (fig. 41), que foi confundida durante muito tempo com cristais.

Embora que ndo se tenha registado (pelas limitagdes referidas), nem
correlacionado estatisticamente com as alteracdes intestinais, pareceu haver uma
associacao entre disbioses (por protozoarios flagelados essencialmente p.e.) e a existéncia
destas bactérias. Outro fator que reforca o anteriormente descrito ¢ a semelhanca dos
quadros clinicos descritos em outras espécies € o que se observa em cecos infetados por

protozoarios flagelados (dilatacdo excessiva e gés p.e.).

Figura 41. Na imagem da esquerda ¢ possivel observar um ceco muito dilatado com contetdo gasoso
e liquido infetado com protozoarios flagelados. Na imagem da direita ¢ possivel observar uma
fotografia feita durante uma coprologia, onde se detetaram bactéria do tipo Sarcina. (fotografias do
autor) NOTA: As fotografias nao correspondem ao mesmo animal. Estes individuos ndo entraram no
presente estudo

-102 -



Poder-se-a especular a cerca das bactérias espirais/curvadas/helicoidais que se
encontraram, no entanto, pelas imagens ¢ dificil compreender que tipo sdo, se estdo
segmentadas e se sdo Gram-positivas ou negativas. Por este motivo, proximos estudos
deveriam ser levados a cabo com intuito de perceber que papel ¢ que esta microflora
desempenha nas disbioses provocadas por protozoarios flagelados, bem como a
compreensdo das suas caracteristicas (viruléncia e resisténcia a antibidticos p.e.). Este
raciocinio também se aplica a bactérias do género Sarcina.

A existéncia concomitante de protozodrios e bactérias de morfologias atipicas
podera nao ter relagdo direta e simplesmente pelo facto de os animais estarem prostrados
o comportamento de alimentacdo altera, diminuindo a ingestdo de ragdo e aumentando a
ingestdo da cama (terra nas aves cinegéticas). Um exemplo disso podera ser as bactérias
do género Sarcina que se encontram com frequéncia na natureza e essencialmente no
solo, fazendo esta hipdtese aceitdvel, uma vez que estes animais tém acesso ao solo
através do parque de voo.

Outras hipdteses aplicaveis a este caso, poderdo ser o facto de os animais estarem
imunodeprimidos permitir o crescimento destes microrganismos e a simples alteragdo
inflamatoria devido a presenga do parasita podendo influenciar o crescimento de outras
bactérias diferentes, como o caso da coccidiose (Johansson & Sarles, 1948, Visco &

Burns, 1972; Tortuero, 1973; Turk & Littlejohn, 1986; kimura, 1975).

Figura 42. Coloragdo Gram de um esfragago cecal, onde se pode observar bactérias com
um formato semelhante ao género Brachyspira, demonstrando o potencial do uso da
coloracdo na identificagdo de bactérias atipicas. NOTA: Este animal ndo pertence ao
grupo de estudo.
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5.5.2 May Grunwald Giemsa e Hemacolor®

A coloragdo feita com o kit Hemacolor® demonstrou-se muito rapida (3 minutos)
e eficiente na coloracdo de parasitas em geral, devendo ser considerada como ferramenta
em diagnosticos futuros.

A técnica Mgg cora com facilidade, no entanto, revela-se muito longa (25-30
minutos) e laboriosa.

No que concerne ao uso destas colora¢des em infe¢des por Eimeria spp., pode
concluir-se que pode ser considerado, tanto em situa¢do de campo, como em laboratorio.
Ao contrario da citologia convencional, permite a visualizagdo de varios estados
intermediarios e células, dando uma imagem real dos danos na mucosa.

As imagens que se obtiveram foram interessantes, no entanto este método apenas
dé informacdo qualitativa, ao contrario da contagem de oocistos por Grama de fezes
(OPG). Mas em relacdo a técnicas como a histopatologia, revela-se rapido, acessivel e
exequivel por qualquer técnico independentemente da experiéncia.

Em relacdo a protozoarios flagelados da familia Trichomonadaidae, a coloragao
revelou-se 1til e eficiente a corar organelos, no entanto a identificagao de parasitas requer
muita experiéncia e, no caso especifico de aves cinegéticas, ¢ mais correta a identificacao
através da analise genética (Liebhart et al., 2014).

A tnica coloragdo que se revelou insatisfatoria foi em casos de infecdo por
Spironuclues meleagridis, uma vez que o parasita pareceu ficar distorcido e com perda
de arquitetura tornando a visualiza¢do muito laboriosa.

Talvez este facto se explique por erros na execucao do esfregaco (pressao, local
e tipo de esfregago p.e.), uma vez que Wood & Simth (2004) relatou que Hemacolor®
providencia uma correta coloragdo que permitiu a observagdo de diferentes estados do
ciclo de vida do parasita.

A problematica do diagnostico em infe¢des por protozoarios flagelados € a perda
de motilidade quando a amostra ndo ¢ observada logo apos a recolha, e nesta Otica as
técnicas avaliadas permitem a execu¢do do esfregago, coloracdo e observacao sem

limitacdao do tempo.
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6. CONCLUSOES

No que diz respeito as populagdes bacterianas avaliadas:

1.

O contacto com o ambiente exterior em aves cinegéticas podera representar um
fator de risco para a presenca ou aumento da carga de Campylobacter spp. em
todos os segmentos intestinais, tendo sido a maior correlacdo observada neste
trabalho, corroborando com diversas publicacdes em fragos de carne produzidos
em modelo extensivo (Huneau-Salaum et al., 2007; Vandeplas et al., 2010; Rivoal

et al., 2005; Heuer et al., 2001).

A utilizagdo de antibidticos conduziu a um aumento do score de fungos.

A monitorizagdo da microflora através da cultura microbioldgica revelou-se
dificil, laboriosa e duvidosa, tal como descrito por Oviedo-Réndon & Hume
(2013). Os testes genéticos sdo preferiveis (precisos e corretos), embora que o
laboratorio onde se desenvolveu o presente trabalho ndo tenha dimensao e meios
para tal. O presente trabalho ndo tinha como objetivo a caracterizagdo da flora,
mas sim a monitorizacdo de certas populagdes bacterianas comensais e
patogénicas de modo a observar a sua rea¢do em func¢ao dos diferentes desafios
(maneio, virus, parasitas p.e.). A utilizacdo de antibidticos por parte dos
produtores, e a inexisténcia de grupos de controlo, poderdo ter influenciado os

resultados negativamente.

No que diz respeito ao uso da coloragdo Gram:

1.

O objetivo inicial de monitorizar o racio entre populagdes bacterianas Gram-
positivas e Gram-negativas nao foi cumprido, uma vez que se encontrou grande
heterogeneidade na mesma lamina, dentro do mesmo animal e entre animais do
mesmo lote. A forma como as bactérias se distribuem no contetido intestinal

parece ndo ser uniforme, tendo grande dependéncia do conteudo.
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2. Apesar do referido, a coloracdo de amostras fecais revelou-se util na identificacao

de bactérias com morfologias atipicas como o género Sarcina ou bactérias
espirais/curvadas. Estas bactérias so foram identificadas em animais com sinais
evidentes de disbiose provocada por parasitas, remetendo para a alteracdo da

microflora nestes casos.

O conhecimento destas populagdes bacterianas podera ser interessante, de modo
a perceber o seu papel em enterites, bem como as suas caracteristicas

(sensibilidade a antibidticos, impacto e viruléncia p.e.).

No que diz respeito a coccidiose:

1.

Apesar das investigacdes e esforcos feitos por certas entidades, resta muito por
compreender a cerca da coccidiose em aves cinegéticas. A sua epidemiologia e
viruléncia continua a intrigar os intervenientes do setor, que apos longos anos de
conhecimento da infe¢do, continua a ser um dos maiores problemas na produgao
de perdizes. Este facto obriga, frequentemente, & modificacdo de protocolos de

tratamento (dose e duracdo), ao contrario das outras espécies.

Foi possivel observar lotes de animais com lesdes evidentes de coccidiose em
todos os segmentos intestinais, sem repercussdo na condi¢do corporal,
comportamento e mortalidade. Poderia ter sido interessante identificar as espécies

dos oocistos encontrados, no entanto a identificacdo ¢ laboriosa e demorada.

E dificil de explicar o que compde este problema, no entanto, a falta de
investigacdo e escassez de bons métodos de diagnostico em situagdo pratica

poderao representar alguns motivos.

A coloragdo May Grunwald Giemsa e Hemacolor® revelaram-se eficientes na
coloracdo de todos os estados intermedidrios de Eimeria spp., obtendo-se uma
imagem interessante da agressdo a mucosa. Embora que a informagao seja apenas
qualitativa e dependa de muitos fatores (local de execucdo e pressdo p.e.) o seu
uso em situacdo pratica (campo e laboratério) podera ser considerado como

ferramenta de diagnostico rapida.
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S.

6.

O uso desta coloragdo devera ser estudado e correlacionado com lesdes e
alteracdes, bem como comparada a outros meios de diagnostico (OPG, scoring
microscopico e andlises genéticas por exemplo), com vista em perceber a sua

sensibilidade, especificidade e qualidade.

Hemacolor® prevaleceu sobre Mgg uma vez que € mais rapido (3 min) sem

deterioracdo da qualidade de imagem.

No que diz respeito as infe¢des por protozoarios flagelados:

1.

2.

3.

4.

Apesar dos avancos cientificos e de algumas descri¢des dos seus ciclos de vida,
muita informagdo permanece desconhecida sobre os protozoarios da familia
Trichomonadidae que afetam, essencialmente, os cecos das aves cinegéticas.
Pensa-se que o género Tetratrichomonas gallinarum esteja por detrds da maior
parte das infe¢des. No entanto, continuam a observar-se muitas manifestacdes
patologicas diferentes, que talvez possam ser explicadas pelo grande

polimorfismo molecular entre tipos e subtipos (Cepicka, et al., 2005).

Neste trabalho, a infe¢do por protozoarios da familia Trichomonadidae pareceu
dar-se pela complica¢do e juncdo de uma série de fatores negativos (maneio,

coccideas e higiene p.e.), tendo sido dificil medir e registar o seu impacto.

As coloragdes Mgg e Hemacolor® demonstraram-se eficientes, corando os
organelos do parasita corretamente. A identificacdo e tipificacdo da espécie
através das caracteristicas morfologicas carece de muita experiéncia e técnica,
levando muito autores a usarem métodos de diagndstico genéticos. A grande
vantagem desta coloracdo ¢ a possibilidade de diagndstico sem identificacdo da

motilidade do parasita, que se perde rapidamente pela temperatura da ladmina.

A infecdo por Spironucleous meleagridis, neste trabalho pareceu ser apenas uma

complicagdo de varios fatores (tricomonas, coccideas, maneio, higiene p.e.).
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5. O seu diagndstico ¢ facilitado pelo formato e movimento caracteristico embora
que possa perder a motilidade, tal como os tricomonas. No entanto, as colora¢des
revelaram-se insatisfatorias, observando-se parasitas com formas distorcidas e
arquitetura alterada. Talvez este facto se deva ao excesso de pressdo exercida

aquando da execugdo do esfregago por aposicao.

6. Através da coloracdo Gram, em infe¢cdes por estes parasitas, observaram-se
bactérias de morfologias atipicas (género Sarcina e espirais essencialmente),
diferentes das observadas nos outros animais (bacilos e cocos). Este facto remete
para a alteragcdo abrupta na microflora, que necessita de ser compreendida. Estes
parasitas apresentam dependéncia de certas populagdes bacterianas e esta relacao

permanece ainda hoje mal estudada.

7. A utilizagdo de antibidticos ndo pareceu eficaz no combate aos parasitas
flagelados, uma vez que a sua presenca foi observada até ao fim do

acompanhamento sempre sob antibioterapia.

8. A utilizacdo de antibioticos com vista a eliminar bactérias que sdo o alimento dos
protozoarios flagelados ¢ um método ineficaz que so6 ira contribuir para a criagao
e perpetuacdo de resisténcias a antibioticos. Este método ¢ o unico tratamento
disponivel em caso agudo. O combate passara pela higiene, biosseguranga e uso

de produtos alternativos profilaticos.

No que diz respeito aos pardmetros macroscOpicos:

1. Os parametros macroscopicos registados revelaram, em grande parte, ssmelhanga
ao descrito por varios autores aquando se referem a disbiose em galinhas e perus
(De Gussem, 2010; Oviedo-Rondon & Hume, 2013). Independentemente do

agente encontrado e até mesmo na auséncia de agentes testados.

2. Esta falta de saude intestinal geral, de cardcter multifatorial, foi presenciada.
Conclui-se que a analise pormenorizada e padronizada poderd aportar informagao
util, podendo tornar-se uma ferramenta pratica em situagcdo de campo para todos

os intervenientes da area. Para que isto seja possivel, este método terd de ser
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testado, avaliado e correlacionado com todos os fatores causadores de enterites

em espécies cinegéticas (parasitas, virus, micotoxinas e maneio p.e.).

No que diz respeito aos parametros zootécnicos:

1.

Foi evidente a diferenga de performances entre as duas exploragdes, podendo

refletir, em parte, os diferentes parametros de maneio praticados.

Este trabalho permitiu concluir e perceber que a iniciacdo (primeiras semanas de
vida) ¢ dos periodos mais importantes, onde se terd de garantir a temperatura
ambiental adequada, qualidade do ar, qualidade da agua, higiene, conforto, entre
outros. Facilmente, o cumprimento de alguns fatores (temperaturas elevadas)
podera entrar em deterioragdo de outros, como a qualidade do ar (pouca

ventilagdo) e qualidade da 4gua (aquecimento das tubagens e bebedouros).

O registo dos parametros da dgua neste trabalho avaliados (pH e temperatura)
revelou-se importante. A sua monitorizagdo devera ser considerada em
exploragdes cinegéticas, mesmo em situagdo pratica, com recurso a dispositivos

acessiveis e praticos.

Os diferentes valores de pH e temperatura praticados nas duas exploragdes
poderao explicar dos bons e maus resultados embora que tenham sido avaliadas

muitas varidveis a0 mesmo tempo.

O uso de pH 4cido proximo de 4 e temperaturas de agua proximas ou abaixo de

24 °C revelaram-se interessantes, estando associadas a melhores resultados.

No que diz respeito ao uso do teste rapido de dete¢do de Coronavirus:

1.

O teste rapido concebido para diagnéstico do virus da Bronquite Infeciosa em
galinhas poderd ser considerado uma ferramenta de diagnodstico em situagao
pratica. Foi encontrada uma correlacdo positiva com a sintomatologia e quadro
tipico de infe¢do por Coronavirus em Perdizes descrita por Chatenet & Bezille

(2015), onde permanece dominante o multiparasitismo, enterite catarral de cor
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verde, utilizagdo recorrente de antibidticos para controlo dos parasitas flagelados

e diarreias, sem eficacia.

2. Foi encontrado alto score de fungos nos lotes afetados pelo virus, com correlagao

positiva.

3. O uso do teste rapido carece de correlagdes com testes genéticos e de mais
utilizagdes em situagdo pratica de modo a compreender a sua sensibilidade e

especificidade, numa espécie e doenga para o qual ndo foi concebido.

No que diz respeito a analise estatistica utilizada:

1. A andlise estatistica de correspondéncias revelou-se muito util, eficaz e adequada
na interpretacdo de dados, procurando a primeira dimensdo (D1), que representa
o maior conjunto de grupos de animais semelhantes entre si no maior conjunto de
varidveis. Em seguida, a andlise procura uma segunda dimensdo (D2) que
corresponde ao segundo maior nimero de grupos de animais com perfis

semelhantes, e assim por diante, até a ultima dimensao.

2. A grande quantidade de variaveis avaliada com frequéncia em avicultura inibe a
execucdo de certas analises mais simples. Por este motivo, este tipo de andlise
podera facilitar a interpretagdo de dados neste setor, essencialmente em estudos

onde se recolhe muita informagdo inerente a um s6 animal (necropsias p. €.).
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8. ANEXOS

ANEXO I - Evolucao das populacoes bacterianas em cada segmento intestinal
Exploragdo A
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ANEXO II - Informacoes relativas ao Kit rapido de diagnéstico de IBY

IBV Ag

Infectious bronchitis virus antigen -

Irfections bronchitis (8] is a worldwide dstributed viral dissase sffecting all age of { ~
chickens. The morbidity rate & extremely high and the mortalty rate is dependent f

an the age of the chickens when infected, and the presence of secandary Invading -T
organisms such as E. coli. It is highly contagious disease that entire llockun be -
traramitted within one ar two days, gh aerosol el
contaminsted onganic materal, dhinking water and equipment. The target ongans
af the virus are trachea and kidney for the respiratary strain and nephrogenic
strain respectively It is financially impertant disease in poultry industry because
ffected layers have decreased egg production and poor egg quality.

I

Indications

* Field monitoring of Infectious Bronchitis virus
« Tentative diagnosis for swift control in cutbreak suspected situation
« Differential diagnosis of other avian major diseases

Special Features

* Detection of IBV * Specimens: Trachea, kidney, cloaca (feces)

* No cross-reaction with other avian viruses * Sensitivity: 94.1% vs. RT-PCR
* Specificity: 95.2% vs. RT-PCR

Test Procedures
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Ordering Information

RG15-13 Rapid IBV Ag Device 1Testx 10/Kit
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ne step Infectious Br

s Virus antigen test

¥ Anigen Rapid IBV Ag Test Kit

m Principles
The Anigen Rapid IBV Antigen Test Kit is a chromatographic immunoassay
for the qualitative detection of Infectious Bronchitis Virus antigen in avian
tracheal, kidney or fecal samples.
Anigen Rapid IBV Antigen Test Kit has a letter of “T” as test line and “C”
as control line on the surface of the device. The test line and control line in
result window are not visible before applying any samples. The control line is
used for procedural control. The control line should always appeared if the test
procedure is performed properly and the test reagents of control line are
working. A purple test line respectively will be visible in the result window if
there are enough Infectious Bronchitis Virus antigens in the sample.
The specially selected Infectious Bronchitis Virus antibodies are used in test
band as both capture and detector materials. These enable Anigen Rapid IBV
Antigen Test Kit to identify Infectious Bronchitis Virus antigen in avian
tracheal, kidney or fecal samples with a high degree of accuracy.

Materials provided (10 Tests/Kit)

1) Ten(10) Anigen Rapid IBV Ag Test Devices
2) Ten(10) Assay diluents

3) Ten(10) Sample collection swabs

4) Ten(10) Disposable droppers

5) One(1) Instruction for use

Precautions
1) For veterinary use only.
2) For the best result, strict adherence to instruction is required.

3) All samples should be handled as being potentially infectious.

4) Do not open or remove test kit from their individually sealed pouches until
immediately before their use.

5) Do not use the test kit if the pouch is damaged or the seal is broken.

6) Do not reuse test kit.

7) All reagents must be at room temperature before running the assay.

8) Do not use reagents beyond the stated expiration date marked on the package
label.

9) Do not mix components from different lot numbers because the components
in this kit have been quality control tested as standard batch unit.

Storage and Stability

1) The kit must be stored at room temperature or refrigerated (2~30C). DO
NOT FREEZE.

2) Do not store the test kit in direct sunlight.

3) The test kit is stable through the expiration date marked on the package
label.

Procedure of the test
1) Take a swab sample from a cloaca (feces), trachea or kidney with the sample
collection swab. Scttered wet feces are also available.

2) For more accurate test result, take 3 part of sampling in cloaca, trachea, or
kidney with a swab.

3) Insert the swab into the sample collection tube containing assay diluent.

4) Mix the swab until the sample has been dissolved into the assay diluent.

5) Leave the tube until the large particles have settled down to the bottom of the
tube (Approximately 1 minute).

6) Remove the test device from the foil pouch, and place it on a flat and dry
surface.

7) Using a disposable dropper provided, take an aliquot from the extracted and
mixed sample in the tube.

8) Add 4 (four) drops into the sample hole with the disposable dropper.

9) As the test begins to work, you will see purple color move across the result
window in the center of the test device. If the migration has not appeared
after 1 minute, add one more drop of the mixed assay diluent to the sample
well.

10) Interpret test results at 10 minutes.

m Interpretation of the test
1) Negative result
The presence of only one band within the result window indicates a
negative result.

C N
.
2
2 | @
=
c 21

2) Positive result
The presence of two color bands (“T” and “C”) within the result window; no
matter which band appears first indicates a positive result.

[ O

1BV Ag

3) Invalid result
If the control band is not visible within the result window after performing
the test, the result is considered invalid. The directions may not have been
followed correctly or the test may have deteriorated. It is recommended that
the sample be re-tested.

m Limitation of the test

This kit can detect Infectious Bronchitis Virus antigen. Although the Anigen
Rapid IBV Ag Test Kit is very accurate in detecting Infectious Bronchitis Virus
antigen, a low incidence of false results can be occurred.

This kit is for screening purpose. Other clinically available tests are required if
questionable results are obtained. As with all diagnostic tests, a definitive
clinical diagnosis should not be based on the results of a single test, but should
only be made by the veterinarian after all clinical and laboratory findings have
been evaluated.
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ANEXO III — Mapa de mortalidade e registos da exploracio B
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ANEXO IV — Mapa de mortalidade e registos da exploracio A
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ANEXO V - Tabela utilizada no registo de alteracoes e lesoes intestinais
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