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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos a avaliacdo do maneio praticado em exploracdes
comerciais de bovinos de leite da regido do Entre-Douro e Minho e a identificacdo de
parametros hematologicos indicativos do efeito da inclusdo de um adsorvente de micotoxinas a
base de parede celular de Saccharomyces cerevisiae na imunidade de vacas leiteiras.

Numa primeira fase, procedeu-se a recolha de dados, com base no sistema HACCP, em
30 exploracdes, no sentido de avaliar a relacéo entre 0 uso de adsorventes de micotoxinas e as
praticas de maneio, a saude animal e a produgcdo de leite. Observou-se uma relagéo
significativa entre o uso de adsorventes e os indicadores de saude animal, tendo a
incorporacdo de Mycosorb® na dieta sido mais eficaz na melhoria dos indicadores de salde
geral comparativamente ao uso de outros adsorventes. Verificou-se, ainda, a existéncia de uma
relacdo significativa entre o uso de adsorventes e 0 maneio praticado na exploracdo, que inclui
maneio alimentar, maneio das forragens e maneio dos alimentos compostos. Estes dados
sugerem um acompanhamento rigoroso e uma atitude preventiva dos produtores no que
respeita ao risco de contaminacdo da dieta por micotoxinas.

A segunda fase do estudo incidiu numa exploracdo na qual foram descritas quebras de
ingestao e de producdo de leite associadas a diarreias em alguns animais. Este quadro tera
coincidido com a abertura de um silo, poucos dias antes, no qual estava conservada silagem
de milho contaminada com desoxinivalenol, fumonisinas e &acido fuséarico. A avaliacao
hematolégica antes e depois da incorporacao do adsorvente permitiu verificar o efeito deste em
parametros do hemograma e do proteinograma, nos quais as proteinas plasmaticas totais, as
gamaglobulinas e as betaglobulinas se alteraram significativamente. Os resultados obtidos

sugerem um efeito positivo do uso de Mycosorb® na imunidade animal.

Palavras-chave: Adsorventes de micotoxinas, bovinos de leite, hematologia, micotoxinas, programas de controlo.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the management of dairy farms in the Entre-Douro e Minho
and to identify hematological parameters that could indicate the effect of the inclusion of a
mycotoxin binder, based on yeast cell wall of Saccharomyces cerevisiae, on immunity of dairy
COWS.

In the first stage of the experimental work, data based on HACCP was collected on 30
farms in order to access the connection between the use of mycotoxin binders and
management practices, animal health and milk production. There was a significant association
between the use of adsorbents and animal health parameters, in which the incorporation of
Mycosorb® in the diet was more effective in improving general health parameters when
compared to the use of other mycotoxin binders. There was also a significant association
between the use of adsorbents and the management practiced in the farms, including feeding
management, forage management and concentrate feeds management. These data suggest
the existence of a close monitoring process and a preventive attitude of producers with regard
to the risk of feeds’ contamination by mycotoxins.

The second phase of the study was held on a dairy farm where losses of feed intake and
milk production, associated with diarrhea were described. These symptoms coincided with the
opening of a silo, few days before, where corn silage contaminated with deoxynivalenol,
fumonisins and fusaric acid was preserved. The hematologic evaluation before and after the
incorporation of the binder allowed the study of its effect on the hemogram and proteinogram
parameters, in which the total plasma proteins, the immunoglobulins and betaglobulins changed

significantly. The results suggest a positive effect of Mycosorb® on dairy cows’ immunity.

Keywords: Control programs, dairy cattle, haematology, mycotoxins, mycotoxin binders.
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APRESENTACAO

A necessidade crescente de estratégias eficientes de producdo de alimentos e a ciéncia
necessaria para que as mesmas sejam empregues, torna a Nutricdo Animal numa ferramenta
imprescindivel na realidade atual. Foi nesse sentido que acreditei ser importante para a minha
formacdo a expansao de conhecimentos nesta area, uma vez que novos desafios se impdem
face a uma populacdo em crescimento exponencial num planeta com recursos limitados. Apds
um breve periodo de indeciséo, entre dois mundos que me fascinam, a escolha pelo estagio na
area da producdo e nutricdo de bovinos de leite surgiu-me como Obvia pelos motivos
supracitados.

A Cooperativa Agricola de Vila do Conde (CAVC) e a Alltech® Portugal foram, por esse
motivo, as entidades de eleicdo para completar a minha formac¢do em Medicina Veterinaria. A
primeira porque acompanha a grande parte dos produtores de leite de uma zona
importantissima na producéo leiteira nacional. Integrado na Bacia Leiteira Primaria de Entre-
Douro e Minho, o Concelho de Vila do Conde é considerado uma das principais areas de
producao de leite em Portugal. A segunda pelo facto de ser uma empresa lider de mercado na
area da nutricdo e saude animal, com uma preocupacgdo constante na educacado, formacéo e
inovacao.

Durante 16 semanas tive a oportunidade de acompanhar o trabalho diario do corpo técnico
da Subseccédo de Nutricdo Animal da CAVC, sob a orientacdo da Eng.2 Ana Gomes e, também,
sob a supervisdo do Eng. André Lopes e da Eng.? Isabel Ramos. Pude, ainda, acompanhar a
Dr.2 Isabel Santos e a Dr.2 Joana Correia no laboratério de Qualidade de Leite e de observar o
servico prestado aos associados da CAVC nesta area. Destaco, entre outras, as seguintes
atividades:

e Visitas de rotina as exploragdes acompanhada pelos técnicos de nutricdo animal da
CAVC, de forma a verificar se 0 maneio alimentar se encontrava ajustado e se novas
alteracdes seriam necessarias;

e Acompanhamento durante as recolhas de amostras de silagens de milho e de erva para
andlise quimica e posterior ajuste da mistura de matérias-primas exclusiva da
exploracao;

e Observacdo do maneio e das condicdes gerais de uma exploracdo. Saber avaliar
exploracdes probleméticas e reconhecer problemas de forma a construir a solugéo para
uma determinada situacéo;

¢ Acompanhamento da atividade de formulacdo de regimes alimentares para bovinos de
leite, através do uso de programas informéaticos;

e Reconhecimento da importancia da relagdo comercial entre técnicos e clientes, da

capacidade de solucionar problemas atuais e de saber fornecer alternativas e solugées;
Xi



e Acompanhamento das atividades realizadas no laboratério de qualidade do leite.
Inoculacdo de amostras de leite de animais com mastite;

e Acompanhamento do servi¢co de clinica de reprodugéo, com o Dr. Miguel Costa;

e Tive, ainda, a oportunidade de observar e acompanhar o estudo desenvolvido na CAVC
no dmbito da “Avaliacdo econémica do maneio reprodutivo de uma exploracao leiteira”,
de Dr.2 Isabel Santos, Dr. Pedro Reis, Dr.2 Joana Correia, Eng.2 Ana Gomes, Eng.2
Isabel Ramos e Eng. André Lopes.

Todas estas atividades permitiram que adquirisse nhovos conhecimentos teéricos e praticos,
possibilitando também a integracdo destes com os conhecimentos pré-adquiridos ao longo da
minha formacao.

Mais do que isto, tive ainda a oportunidade de aprender a trabalhar em contexto
empresarial, de estabelecer relacdes interpessoais profissionais e de saber lidar com questdes
gue, diariamente, se poderdo colocar numa empresa.

Xii



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. CRESCIMENTO FUNGICO

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios resultantes da actividade fungica, que exercem
efeitos indesejaveis e geralmente graves em seres humanos e animais (Jouany et al. 2009). As
de maior importancia para a saude publica e animal, como também para a economia agricola,
séo produzidas por fungos pertencentes aos géneros Aspergillus (Aflatoxina e Ocratoxina A),
Penicillium (Ocratoxina A, Patulina), Fusarium (Zearalenona, Fumonisinas, Tricotecenos) e,
ainda, Neotyphodium e Claviceps (alcaloides ergot; Jouany et al. 2009; Fink-Gremmels 2010;
Santin 2010).

O crescimento fungico é um fenémeno que inclui uma fase unicelular, microscépica, uma
fase de desenvolvimento de estruturas filamentosas (hifas) que formam micélios
macroscopicos e uma fase de producgéo de esporos que usualmente confere a coldnia a sua
coloracdo caracteristica (Jouany & Diaz 2010; Santin 2010). A producdo de esporos surge
como fator determinante na perpetuagdo de determinadas espécies de fungos, uma vez que
estas estruturas possuem viabilidade no solo durante meses. Isto significa que, até que surjam
condicbes ambientais adequadas ao seu desenvolvimento, permanecem numa fase de
desenvolvimento estacionaria (Santin 2010).

De acordo com as necessidades especificas de cada espécie consideram-se dois grupos
principais de fungos: os patogénicos ou “de campo” e os saprdfitas, ou “de armazenamento”
(Santin 2010). Os primeiros, representados maioritariamente por Fusarium sp., necessitam de
um teor de humidade maior e, geralmente, infetam a planta aquando do seu crescimento
(Santin 2010). No entanto, existem condi¢cdes que diminuem a capacidade de resisténcia das
culturas e favorecem a infecao, tais como stress térmico, teores de humidade extremos, danos
por insectos e presenca de outros fitopatogéneos. Estes fatores, ao aumentarem a
probabilidade de infecdo fungica, aumentam, consequentemente, o risco de contaminacdo com
micotoxinas (Cheli et al. 2013). Os segundos, nos quais se incluem Aspergillus sp. e Penicillium
sp., sdo, maioritariamente, fungos oportunistas que se desenvolvem posteriormente a colheita
(aquando do transporte, armazenamento, processamento e distribuicdo aos animais) se
condicbes como temperatura, teores de oxigénio e de didéxido de carbono, humidade e
presenca de insetos ou roedores se conjugarem de forma a tornar 0 meio propicio ao seu
desenvolvimento (Jouany et al. 2009; Santin 2010). Deve ressalvar-se, no entanto, que o
crescimento fungico depende grandemente de fatores ambientais, ndo significando, portanto,
que fungos tipicamente patogénicos ndo cres¢cam aquando do armazenamento, e que fungos
maioritariamente saproéfitas ndo possuam capacidade de colonizar plantas em crescimento
(Santin 2010).



1.1.1. Condigdes de crescimento

A temperatura, o teor em humidade, a disponibilidade de agua (aw), o teor em oxigénio e a
presenca de insetos e roedores séo alguns dos fatores que condicionam a contaminacdo e
crescimento fangicos (Jouany et al. 2009).

A presenca de oxigénio € um requisito absoluto, sendo que as necessidades minimas da
maioria das espécies se encontram na ordem dos 1 a 2% (Santin 2010). O intervalo de
temperaturas ideal para a maioria das espécies de fungos envolvidas na producdo de
micotoxinas ronda os 10 a 30 °C, havendo, contudo, diferencas nas necessidades especificas
de cada espécie (Jouany et al. 2009). O teor em humidade, cujas necessidades usualmente
rondam os 13 a 21%, e a disponibilidade de &agua s&o também fatores essenciais ao
crescimento fangico, existindo, porém, uma maior variabilidade das necessidades de cada
fungo (Santin 2010). Assim, o Aspergillus cresce tipicamente em regibes de clima quente e
seco, ao contrario do Fusarium, cujas temperaturas 6timas de crescimento e necessidades de
humidade relativa se enquadram geralmente nas regides de clima temperado, com
temperaturas mais baixas e maior humidade relativa (Santin 2010). J& o Penicillium sp. possui
uma maior variabilidade de condi¢cbes necessarias ao seu crescimento, dependendo da
espécie em causa. No entanto, condices como baixa temperatura, elevada humidade relativa
e pH baixo séo, geralmente, as ideais (Diaz et al. 2011).

A presencga de insetos e de roedores é outro dos fatores adjuvantes do crescimento fungico,
uma vez que estes se afiguram como vetores de esporos. O dano que estes causam no
pericarpo dos graos de cereais facilita ainda o acesso ao endosperma, nutricionalmente mais

rico, favorecendo a colonizagéo e contaminacéo fungicas (Santin 2010).

1.1.2. Producédo de micotoxinas

A producédo de micotoxinas ocorre durante a fase final de crescimento exponencial fungico,
sendo por isso considerada como metabolismo secundério, independente do metabolismo
essencial ao crescimento (metabolismo primério; Jouany et al. 2009; Santin 2010).
Habitualmente, esta atividade surge face a fatores ambientais de stress para os fungos, como
temperaturas extremas, teores de humidade excessivamente elevados ou diminuidos e
presenca de substancias fungicidas (Jouany et al. 2009; Santin 2010).

Existem centenas de fungos capazes de produzir micotoxinas e uma ainda maior
diversidade de micotoxinas produzidas (Akande et al. 2006; Harris & Staples 2008). Dado que
uma sO estirpe fangica é capaz de produzir varias toxinas, e que uma toxina podera ser
produzida por espécies diferentes de fungos, a probabilidade de contaminacGes mdltiplas e a
multiplicidade de interacBes entre as micotoxinas presentes numa mesma matriz alimentar

(aditivas e sinergisticas) revelam-se bastante elevadas (Jouany et al. 2009). Sabe-se, ainda,
2



que a contaminagdo de um determinado alimento por fungos n&do implica que estejam
presentes micotoxinas, visto que nem todas as espécies as produzem. Do mesmo modo, a
aparente auséncia de contaminacdo fungica ndo significa que o alimento esteja livre de
micotoxinas, uma vez que o fungo podera ter morrido depois de as ter produzido (Jouany &
Diaz 2010). Tais factos revestem o presente tema de uma ainda maior complexidade.

1.2. MICOTOXINAS NA DIETA DE ANIMAIS RUMINANTES

A complexidade da dieta dos bovinos de producdo de leite das bacias leiteiras mais
importantes do pais (Entre-Douro e Minho, Beira Litoral e Agores) e a multiplicidade de
ingredientes ai presentes, que podera incluir forragens conservadas, alimentos concentrados e
pastagens, eleva significativamente o risco de presenca de micotoxinas. Por outro lado, a
probabilidade de toxicidade aguda podera diminuir nestes casos, uma vez que um alimento
eventualmente contaminado acaba por ser diluido na dieta final (Jouany & Diaz 2010).

1.2.1. Planta em verde

O risco de micotoxicose por ingestdo de planta em verde assume particular interesse em
sistemas de producdo a base de pastoreio, como na regido dos Acores. Aqui, 0 maneio
alimentar dos bovinos de leite caracteriza-se por ser semi-intensivo, sendo permitido aos
animais o pastoreio anual e complementando a dieta com forragens conservadas e alimentos
concentrados quando necessério (Pinto 2010).

Na regido do Entre-Douro e Minho, o pastoreio ndo assume uma importancia significativa
na dieta da vaca leiteira. No entanto, a exposicédo a micotoxinas podera ser uma realidade nas
épocas do ano em que é permitido ao animal o acesso a pastagens ou aquando do uso de
forragens verdes distribuidas na manjedoura (Gomes A, Comunicagao Pessoal, 2013).

A producdo de micotoxinas em pastagens podera ocorrer aquando da infecdo por fungos
patogénicos ou endofiticos. Os primeiros, ja referidos e no qual se inclui Fusarium sp. e
Rhizoctonia leguminicola, possuem capacidade de infetar a planta, exercendo nela efeitos
negativos. Os segundos, pelo contrario, estabelecem uma relacdo de simbiose com o
hospedeiro, aumentando a sua resisténcia a patogéneos e a condicdes ambientais
desfavoraveis (Fink-Gremmels 2010). Como exemplo destes pode citar-se Neotyphodium sp.,
enddfito de forrageiras gramineas como o azevém (Lolium sp.), a festuca (Festuca sp) e a
erva-fina (Agrostis sp.). As pastagens de azevém perene (Lolium perenne) e de festuca alta
(Festuca arundinacea) sdo as mais frequentemente infetadas por Neotyphodium sp.. No
entanto, outras gramineas também o poderdo ser, nomeadamente a Festuca longifolia,

Festuca duriuscula, Festuca rubra litoralis, Festuca rubra commutata, Festuca rubra rubra,



Festuca ovina e diversas espécies de Agrostis. (Fink-Gremmels 2010; Freixial & Barros 2012)
Esta espécie fungica produz alcaloides ergot, de entre os quais se destaca a ergovalina
(geralmente em festuca alta) e alcaloides tipo indois diterpeno, sendo que destes o lolitrem B
(geralmente produzido em azevém perene) é o mais relevante (Smith & Korosteleva 2010).

O Rhizoctonia leguminicola é um fungo patogénico comummente associado a
leguminosas, principalmente trevo-violeta (Trifolium pratense). Desta associacdo podera
resultar a producdo de eslaframina. A swainsonina é produzida também pela infecdo de
culturas de Swainsona canescens pelo fungo acima descrito. Foi inicialmente considerada
como uma fitotoxina produzida por espécies de Astragalus sp. e Oxytropis sp., havendo, no
entanto, quem a refira como resultante da infecdo de leguminosas por um fungo enddfito

(Embellisia sp.) e ndo pela infe¢cdo por R. leguminicola (Fink-Gremmels 2010).

1.2.2. Forragens conservadas

As forragens conservadas poderdo preservar algumas das micotoxinas produzidas
previamente a colheita e possuir flora tipica de armazenamento como Aspergillus sp. e
Penicillium sp. (Fink-Gremmels 2010). A eventual contaminacdo das silagens é de extrema
importancia, uma vez que constituem a base da alimentagdo da vaca leiteira na regidao do
Entre-Douro e Minho e Beira Litoral (Cabrita, 2003). Com efeito, num estudo realizado por
Driehuis et al. (2008), no qual foram medidos os niveis de micotoxinas ingeridos por vacas
leiteiras, mostrou-se que podera existir uma contribuicdo significativamente maior da silagem
nos niveis de desoxinivalenol (DON) e de zearalenona (ZEA) ingeridos pelos animais (3,5 e 2,9
vezes maior respetivamente) comparativamente ao alimento composto (Cheli et al. 2013), o
gue podera ser explicado pela maior proporcao que a silagem representa na dieta total da vaca
leiteira. As condi¢Bes do proprio processo de ensilagem podem influenciar a sua contaminacao.
Dada a importancia do maneio do processo, é expectavel uma elevada variabilidade de grau de
contaminacgéo das silagens, sendo que, se as condicbes de anaerobiose ndo forem atingidas
ou mantidas, podem proliferar Clostridium sp., leveduras e fungos (Fink-Gremmels 2010; Cheli
et al. 2013).

Os fungos mais prevalentes em silagens sdo o Penicillium roqueforti, o Aspergillus
fumigatus e o Aspergillus flavus, o primeiro em regifes de clima temperado e os dois ultimos
em regides tropicais e subtropicais (Cheli et al. 2013). Em silagens de erva €, também, comum
a presenca de Monascus sp. (Fink-Gremmels 2010). Estas espécies poderdo ser tolerantes a
privacdo parcial ou total de oxigénio e até mesmo a presenca de acidos organicos
(particularmente Penicillium roqueforti), sendo capazes de sobreviver durante a fermentacédo e
de proliferar ap6s a abertura do silo ou em caso de anaerobiose incompleta por ma pratica de

ensilagem (Jouany et al. 2009). Ja Fusarium sp. €, geralmente, inibido com boas praticas de
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ensilagem, ou seja, em anaerobiose e a baixo pH, sendo a produc¢éo de fusariotoxinas também
inibida nestas condicoes.

De acordo com a sensibilidade das micotoxinas ao pH resultante das fermentacdes
anaerobias durante a ensilagem, podera existir algum grau de metabolizacdo e degradacgéo
(Cheli et al. 2013). No entanto, deve ter-se sempre em consideracdo que estes processos
poderdo ser incompletos e que se as micotoxinas foram produzidas antes da colheita, podem
manter-se na silagem (Fink-Gremmels 2010; Cheli et al. 2013).

Relativamente aos fenos, o teor e tipo de micotoxinas neles presentes dependem do grau
de contaminacdo das forragens que lhes deram origem, mas também do tratamento e
armazenamento. O teor em humidade do ar aquando da colheita e durante 0 armazenamento é
extremamente importante e, se inadequado, influi positivamente na proliferagcdo fangica
(Jouany et al. 2009). Como exemplo podem citar-se o Alternaria sp. e o Aspergillus fumigatus,
que crescem tipicamente em feno mal conservado (Fink-Gremmels 2010). No mesmo sentido,
caso 0 maneio das forragens seja adequado, o préprio tempo de armazenamento podera
ajudar a diminuicdo da concentracdo de algumas micotoxinas, como acontece no feno de
azevém perene acima citado. Embora possa conter alguma da concentragdo de lolitrem B
produzida previamente a colheita, ao fim de trés meses de armazenamento apropriado 0s

niveis deste composto diminuem para valores insignificantes (Fink-Gremmels 2010).

1.2.3. Alimentos concentrados

Os cereais e 0s subprodutos da industria alimentar sdo 0s que apresentam um maior risco
de exposicdo a micotoxinas (Jouany et al. 2009), visto que o maneio e a forma fisica dos
alimentos para animais influem significativamente na sua suscetibilidade a contaminacéo. O
maneio €, por isso, extraordinariamente importante na prevengdo da proliferagdo fungica,
sendo recomendavel uma boa circulagdo de ar no local de armazenamento, de forma a reduzir
o teor em humidade dos cereais para menos de 15% nas primeiras 48 h apdés a colheita
(Jouany et al. 2009). De notar que os que se apresentam sob a forma farinada apresentam um
particular risco de proliferacdo de fungos, uma vez que carecem da estrutura de protecéo
externa do grao (pericarpo) (Jouany et al. 2009). No mesmo sentido, os subprodutos da
transformacgdo de cereais, frequentemente utilizados como alimentos para animais, poderdo
possuir um maior teor de micotoxinas, uma vez que estas se localizam maioritariamente na
camada externa dos graos (Jouany 2007). Assim, os subprodutos de destilarias, como o0s
dréches, poderdo conter até trés vezes mais micotoxinas do que os graos de cereais, uma vez
gque estas permanecem concentradas no residuo apés o processo de filtracdo (Diaz et al.
2011).



1.3. PREVALENCIA E LEGISLACAO

A globalizacao e as politicas econdémicas que dela resultam aumentam significativamente a
transacao de matérias-primas a nivel mundial. Com esta nova realidade surgem novos riscos
gque implicam uma maior vigilancia e a existéncia de sistemas de alerta, particularmente no que
respeita a comercializacéo de bens alimentares.

Num estudo realizado por Binder et al. (2007), cujo objetivo foi o de registar a ocorréncia
mundial de micotoxinas em matérias-primas e alimentos para animais recolhidos em
exploragdes e em empresas de produgédo de alimentos compostos, obtiveram-se resultados
surpreendentes. Com efeito, o estudo refere que mais de metade (52%) das amostras
recolhidas na Europa se encontravam contaminadas por micotoxinas (sendo o DON, a ZEN e a
toxina T-2 os mais prevalentes) e cerca de um terco das amostras recolhidas em regifes da
Asia e Oceénia revelaram-se positivas (das quais DON, ZEN e fumonisinas foram as mais
frequentemente encontradas). Na regido Mediterranica, na qual se incluia Portugal, 0 mesmo
estudo refere a existéncia de DON em 52%, ZEN em 23%, toxina T-2 em 19%, OTA em 33%,
AFB; em 28% e fumonisinas em 73% das amostras.

Na Unido Europeia foram recolhidos dados pela Alltech® que permitiram verificar a
existéncia de contaminagcdo por DON em 73% dos alimentos para animais analisados:
fumonisinas em 41%, toxinas de Penicillium em 23%, toxinas T-2 e HT-2 em 20%, ZEN em
18%, aflatoxinas em 12%, toxinas ergot em 10% e ocratoxinas em 4% das amostras. Num
outro estudo realizado pela mesma entidade, no concelho de Vila do Conde, no qual foram
analisados alimentos para bovinos de leite (62,5% da amostra era constituida por silagem de
milho, 25% por silagem de erva e 12,5% por alimento composto) observou-se uma elevada
contaminacgdo por micotoxinas, tendo sido detetadas fumonisinas em todas as amostras, DON
em 50% da amostragem, toxina T-2, toxina HT-2, patulina e gliotoxina em 25% das amostras, e
AFB; em 13% (Quadro 8, Anexo; Caramona P, Comunicacéo Pessoal, 2013).

Recentemente, surgiu uma crise de AFM; na regido dos Balcds que resultou de seca
extrema na época de colheita de 2012. Em fevereiro/marco de 2013 foi confirmada a
contaminacgao nacional de milho e de laticinios na Roménia, Sérbia, Croacia e também noutros
paises Europeus. As trocas comerciais foram profundamente condicionadas. Mesmo assim, na
Alemanha e Holanda foram detetados alimentos para animais previamente importados
contaminados com AFB;. Na Sérbia, os limites maximos aceitaveis de AFM; para o leite foram
temporariamente elevados de 0,05 ppb para 0,5 ppb, 0 que resultou numa agitacdo politica
nacional (Caramona P, Comunicacdo Pessoal, 2013).

A informagdo exposta mostra claramente a existéncia de uma elevada incidéncia de
micotoxinas nos alimentos para animais, ndo s6 em paises terceiros, mas, também, na Unido

Europeia e até mesmo em Portugal. Nesse sentido, devera existir um compromisso entre o que
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€ toleravel para a salde publica e as consequéncias econdmicas que resultam dos limites
considerados “seguros”, uma vez que a eliminagdo do perigo é impossivel de alcancar
(Galvano et al. 2010). Em Anexo apresenta-se a legislacdo comunitaria de controlo de
micotoxinas a nivel Europeu, nos Quadros 9, 10 e 11.

1.4. IMPACTO NA SAUDE ANIMAL

E, geralmente, aceite que 0s animais ruminantes apresentam maior resisténcia a
micotoxicoses devido a capacidade de eliminagdo de microrganismos patogénicos e
bioconversao de substancias toxicas da populacdo microbiana do reticulo-ramen (Jouany et al.
2009; Jouany & Diaz 2010). Porém, esta descrito por Fink-Gremmels (2008) que a capacidade
de metabolizacdo ruminal é saturavel e dependente de alteracbes da dieta e de patologias
metabdlicas (Cheli et al. 2013). Por outro lado, torna-se percetivel que a existéncia de
micotoxinas com propriedades antibacterianas podera, em alguns casos, comprometer a
digestdo e a capacidade de metabolizagdo, uma vez que provocam desbiose ruminal. Do
mesmo modo, a metabolizagdo ruminal de determinadas micotoxinas ndo se traduz sempre na
inocuidade dos metabolitos formados, havendo casos em que estes possuem toxicidade
semelhante ou até mesmo superior a molécula que lhes deu origem (Smith & Korosteleva
2010).

A severidade da micotoxicose dependera do tipo de composto envolvido, da dose a que o
individuo esta exposto, do tempo de exposi¢do, da interacdo entre micotoxinas e outras
substancias e da suscetibilidade individual (Santos & Fink-Gremmels 2010). Apesar de estarem
descritos casos de toxicidade aguda, o mais frequente em bovinos leiteiros sdo os quadros
crénicos, nos quais surgem sinais como aumentos de patologias infeciosas devido a
imunodepressédo, quebras de produgéo, diminuicdo da ingestdo, diminuigcdo do ganho médio de
peso e agravamento dos indices reprodutivos, como se pode constatar pela analise do Quadro
1 (Smith & Korosteleva 2010).

Cabe aqui relembrar o efeito que o stress exerce no estado imunitario do animal, podendo
agravar o efeito imunodepressor que as micotoxinas possuem. Assim, vacas de alta producéo,
sujeitas a um maior stress produtivo, apresentam geralmente uma maior suscetibilidade aos

efeitos cronicos da exposi¢do a micotoxinas (Smith & Korosteleva 2010).

1.5. IMPACTO ECONOMICO

O impacto econémico negativo da contaminacgéo fungica reside nas perdas de producéo
agricola, quer por diminuicdo da qualidade e valor nutricional de géneros alimenticios e de

alimentos para animais, como também pelas quebras de producdo animal.



Quadro 1 — Principais micotoxinas e efeitos decorrentes da sua ingestédo, em bovinos.

Micotoxina

Fungos produtores

Efeitos em bovinos

Aflatoxinas
(B1, B2, G1, G2)

Zearalenona
(ZEA)

Desoxinivalenol
(DON)

Fumonisinas
(B1, B2, B3)

Ocratoxina A

(OTA)
Toxina T2

Acido Fusérico

Ergovalina

Lolitrem B

Patulina

Acido Penicilico
Acido Micofendlico

A.flavus
A.parasiticus

Fusarium sp.
(F.graminearum)

Fusarium sp.
(F.graminearum)

F.verticillioides
F.proliferatum

P.verrucosum
A.ochraceus

Fusarium sp. (F.tricinctum)

Fusarium sp.

Neotyphodium sp.

Neotyphodium lolii

P.expansum
A.clavatus

P.roqueforti

Carcinogénicas, hepatotéxicas, imunotoxicas, teratogénicas.

Quadros agudos: lesdo hepética, prostracdo, anorexia, hemorragias, edemas, congestdo e esteatose hepatica. Quadros
cronicos: quebras de ingestdo e de producgdo, agravamento de indices reprodutivos, degeneracéo e neoplasia hepéticas,
aumento de patologias infecciosas (Bennet & Klich 2003; Akande et al. 2006; Jouany et al. 2009; Jouany & Diaz 2010; Santin
2010; Smith & Korosteleva 2010).

Estrogénica

Quebras de producgéo, de ganho médio diario, diarreias, depressdo do sistema imunitario, agravamento geral dos indices
reprodutivos — anestros, diminuicdo das taxas de concegdo, aumento de mortes embrionarias e de abortos, vaginites,
metrites, hipertrofia genital e mamaria em fémeas pré-pluberes, feminizagdo de machos (Rossi et al. 2009; Jouany & Diaz
2010; Smith & Korosteleva 2010).

Imunotéxico, inibidor da sintese proteica.
Quebras de ingestéo e de produgéo, diminuigdo da gordura do leite, aumento de contagem de células sométicas, alteracdes
metabdlicas e imunodepressdo (Akande et al. 2006; Jouany et al. 2009; Jouany & Diaz 2010; Smith & Korosteleva 2010).

Carcinogénicas, neurotoxicas, imunotdxicas, inibidoras da biossintese de esfingolipidos e promotoras de peroxidacéo
lipidica.
Quebras de ingestéo e de producéo, lesdo hepatica (Jouany & Diaz 2010; Smith & Korosteleva 2010).

Nefrotoxica
Efeitos ndo descritos em bovinos de leite (Jouany & Diaz 2010; Santin 2010; Smith & Korosteleva 2010).

Imunotoéxico, inibidor da sintese proteica, promotora de peroxidacao lipidica.

Anorexia, perda de condicao corporal, quebra de producéo, diarreia, gastroenterite hemorragica, necrose e ulceracao do
tracto gastrointestinal (Gl), imunodepresséo, morte (Wannemacher & Wiener 1997; Akande et al. 2006; Jouany & Diaz 2010;
Smith & Korosteleva 2010).

Efeito sinérgico com outras micotoxinas, antibacteriano.
Inibicdo de Ruminococcus albus e Methanobrevibacter ruminanticum, desbiose ruminal (Smith & Korosteleva 2010).

Agonista dos receptores de dopamina.
(Fink-Gremmels 2010; Smith & Korosteleva 2010).

Interacdo com vias do receptor acido gama-aminobutirico (GABA) e com aminodcidos excitatorios no sistema nervoso central
(Fink-Gremmels 2010).

Antibacteriana, imunotdxica, neurotéxica, toxicidade Gl e a nivel do SNC.
Desbiose ruminal, sindromes hemorragicas e sintomatologia nervosa: ataxia, mioclonias, parésia, decubito permanente,
morte(Fink-Gremmels 2010; Jouany & Diaz 2010; Smith & Korosteleva 2010).

Antibacterianos
Desbiose ruminal, ruminites (Fink-Gremmels 2010).




As perdas produtivas manifestam-se, geralmente, de forma quase silenciosa, levando, por
isso, a consequéncias econdémicas nem sempre 6bvias para o produtor. Uma vez que a
palatibilidade e o valor nutritivo dos alimentos contaminados por fungos se encontram
frequentemente diminuidos, poderdo surgir quebras de ingestdo e de producdo, mesmo na
auséncia de micotoxinas (Cheli et al. 2013). Este fendmeno ocorre devido a atividade
metabdlica fungica que, sendo aerobia, traduz-se em reducfes dos teores em hidratos de
carbono e de gordura como também em diminuicées dos niveis de aminoacidos essenciais
(Santin 2010).

1.6. CONTROLO

O controlo de micotoxinas deve, idealmente, incluir um programa de gestdo que permita
efetuar uma analise de risco, identificar pontos criticos de controlo e estabelecer medidas
corretivas que possibilitem a reducao precoce do risco de contaminacdo fungica. Deverao
existir, ainda, técnicas analiticas que permitam o controlo de alimentos suspeitos e estratégias
que diminuam a biodisponibilidade das micotoxinas no tubo digestivo dos animais quando 0s
passos anteriores se revelam infrutiferos (Caramona P, Comunicagéo Pessoal, 2013).

Existem vérias estratégias de prevencdo de contaminacdo por fungos e micotoxinas,
nomeadamente as relativas ao maneio e boas préticas agricolas (e.g., preparagdo do solo,
rotacdo de culturas, época de cultivo, manipulagdo genética), controlos quimico, biolégico e de
pragas, época e condi¢des de colheita, de armazenamento e de ensilagem, tratamentos fisicos
e quimicos, utilizagdo de agentes biotransformadores e adsorventes de micotoxinas. Destes
ultimos, faz-se, de seguida, uma breve referéncia aos B-D-Glucanos de parede celular de
Saccharomyces cerevisae (MYCOSORB®).

No Quadro 12, em anexo, descrevem-se, sumariamente, alguns procedimentos de andlise

e detecéo.

e B-D-GLUCANOS DE PAREDE CELULAR DE SACCHAROMYCES CEREVISAE

(MYCOSORB®)

Os adsorventes a base de parece celular de leveduras comecaram a ser considerados uma
possivel alternativa as desvantagens apresentadas pelos anteriormente citados apds um
estudo de Stanley et al. (1993) com culturas puras de S. cerevisiae em aves (citado por Diaz &
Smith 2010). InvestigagOes realizadas in vitro por Devegowda et al. (1998) e por Dawson et al.
(2001), posteriormente, permitiram a descoberta dos componentes responsaveis pela adsorcao
de micotoxinas, 0 que possibilitou a comercializacdo de preparacfes especificas de parede
celular de leveduras, disponiveis no mercado com a referéncia Mycosorb® (Alltech®) (Jouany
2007; Diaz & Smith 2010).



A parede celular de S. cerevisiae é constituida essencialmente por proteinas e hidratos de
carbono, sendo que estes Ultimos sdo compostos por glucanos (polissacarideos constituidos
por unidades de glicose) e mananos (polissacarideos constituidos por unidades de manose)
em igual proporcéo, e também N-acetilglucosamina (Avantaggiato et al. 2009). As intera¢des
estabelecidas entre o Mycosorb® e as micotoxinas foram descritas ha cerca de uma década por
Yiannikouris et al. (2004), onde se constatou que sdo as fracdes de B-D-glucanos da parede
celular de S. cerevisiae as responsaveis pelo processo (Jouany 2007). A capacidade de
adsorcdo deve-se, portanto, a sua estrutura conformacional que permite a formacdo de
ligagbes nado-covalentes (ligagbes de hidrogénio e forcas de Van der Walls) entre os grupos
hidroxilo presentes e os grupos hidroxilo, cetona e lactona das micotoxinas (Jouany 2007).
Diversos estudos realizados com ZEA, incluindo ressonéncia magnética nuclear e mecanica
molecular, clarificam esta interagdo entre adsorvente e micotoxina em que, além das ligagdes
estabelecidas, se verificou uma complementaridade geométrica que favorece a estabilizacdo
do complexo (Diaz & Smith 2010). Nesse sentido, torna-se importante realgcar o aumento de
afinidade resultante das alteragbes conformacionais que surgem por ligacdo de uma primeira
molécula, referido como “cooperatividade”. Isto permite explicar o tragado sigmoide obtido no
processo de adsorcdo de micotoxinas por Mycosorb®, reproduzido por uma funcéo logistica.
Apesar de a adsorcao ser inicialmente lenta, esta aumenta de forma exponencial a medida que
aumentam o numero de complexos adsorvente-micotoxina, até atingir um ponto de saturacao
(Avantaggiato et al. 2009).

Confirma-se, portanto, que é gracas a complexidade estrutural da parede celular de
leveduras e as propriedades fisico-quimicas dela resultantes, que a adsorcdo de diferentes
micotoxinas se torna possivel e estavel ao longo do tubo digestivo (Diaz & Smith 2010). Com
efeito, Devegowda et al. (1998 citado por Jouany et al. 2009) testaram in vitro a capacidade de
adsorcédo de Mycosorb®, com véarias micotoxinas, obtendo 85% de adsorcéo para aflatoxina,
67% para ZEN, 67% para fumonisinas, 33% para toxina T-2, entre 12 a 18% para OTA, DON,
DAS e citrinina e 8% para nivalenol e fusariotoxina X.

Os estudos efetuados em animais sdo maioritariamente em aves e suinos alimentados com
dietas contaminadas por diferentes micotoxinas com inclusédo de adsorventes. Obtiveram-se
aumentos de ingestdo e de ganho de peso médio e melhorias nos parametros bioquimicos e
hematoldgicos (Diaz & Smith 2010). Estes dados poderdo ndo so resultar da capacidade de
adsorcdo dos compostos a base de parede celular de leveduras, mas, também, da capacidade
que os B-D-glucanos de S. cerevisiae possuem em estimular o sistema imunitario, o que
aumenta a capacidade de resposta a patogéneos (Avantaggiato et al. 2009). Em bovinos de
leite os estudos incidem essencialmente na taxa de excrecdo de AFM;, sendo que, enquanto
Diaz et al. (2004) registaram uma diminuicdo da concentracdo de AFM; no leite de 58,5% com

0 uso de 0,05% de Mycosorb®, Kutz et al. (2009) obtiveram uma diminuicdo da concentracéo
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de AFM; de apenas 4%, com uma dose cerca de dez vezes superior, 0,56% da dieta (estudos
citados por Avantaggiato et al. 2009).

2. TRABALHO EXPERIMENTAL

2.1. OBJETIVOS

O presente trabalho teve, como principais objetivos, a observacdo e analise do maneio
praticado em explora¢cbes comerciais de bovinos de leite da regido do Entre-Douro e Minho, a
identificacdo de exploracbes com eventual risco de exposicdo a micotoxinas, a detecdo dos
pontos criticos ai existentes e o estudo dos procedimentos a melhorar, na rotina de trabalho de
uma exploracdo critica, de forma a prevenir o crescimento de fungos e a eventual
contaminacdo da dieta dos animais. Pretendeu-se avaliar o impacto da presenca de
micotoxinas em parametros como saude animal, produtividade e indices reprodutivos e,
também, a relacdo entre estes e a inclusdo de adsorventes na dieta. Por fim, numa
“exploracao-problema” foi analisado o efeito do uso de adsorvente a base de parece celular de

leveduras (Mycosorb®) em parametros hematoldgicos.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Anélise de maneio

Durante 10 semanas, entre os dias 28 de janeiro e 5 de abril de 2013, foram recolhidos
dados em 30 exploragdes comerciais de bovinos de leite da regido do Entre-Douro e Minho, 29
das quais no concelho de Vila do Conde e uma no concelho da Maia. Com o auxilio do
programa MIKO® da Alltech®, baseado no sistema HACCP, foram obtidos dados gerais da
exploracéo junto do responsavel pela mesma e, também, verificadas as condi¢cdes de maneio e
gestdo alimentar. O programa permite, a pedido do produtor, avaliar quantitativamente a sua
exploracdo através da recolha de informacdo e de um ato de verificacdo que possibilite a
detecdo de pontos criticos e a implementacdo de medidas de controlo. Para o efeito, sao
considerados a incidéncia de doencas infeciosas, os indices de fertilidade e o maneio das
forragens e dos alimentos concentrados e compostos, desde a colheita até a ensilagem, bem
como ao armazenamento e distribuicdo aos animais.

As exploragBes selecionadas possuiam, em média, 68 animais em producédo (Quadro 2).
Das 22 exploracdes que efetuam registos, encontravam-se, em média, 12 vacas com menos
de 60 dias em lactacdo (DIM), 14 vacas entre os 61 e 120 DIM, 13 vacas nos 121 a 180 DIM,

37 vacas com mais de 180 DIM e 21 vacas no periodo seco.
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Quadro 2 — Caracterizacdo das exploragdes estudadas relativamente aos animais em produgéo.

Exploracdo Vacas em produgéo Vacas Secas
Total <60DIM 61-120DIM 121-180DIM  >180DIM

1 128 24 22 24 58 32
2% 50 ND ND ND ND ND
3* 25 ND ND ND ND ND
53 12 7 9 25 18
41 13 6 7 15 12
6* 37 ND ND ND ND ND
117 17 25 20 55 33
86 8 20 13 45 20
122 18 19 19 66 36
10* 85 ND ND ND ND ND
11 75 10 17 13 35 18
12 119 28 19 20 52 12
13 100 15 22 16 47 13
14 54 10 8 8 28 8
15 49 10 8 10 21 23
16 80 4 23 6 47 21
17 86 11 24 17 34 30
18 134 18 15 22 79 41
19* 79 ND ND ND ND ND
20 35 7 7 3 18 5
21 133 20 20 29 64 45
22 51 8 9 11 23 17
23 49 11 6 4 28 22
24 56 5 11 16 24 20
25 33 4 5 4 20 15
26 49 11 11 9 18 18
27* 50 ND ND ND ND ND
28* 23 ND ND ND ND ND
29 19 5 2 3 9 6
30* 22 ND ND ND ND ND
Média 68 12 14 13 37 21

SD 35,9 6,4 7,3 74 19,3 10,9

P1o 24,8 5 6 4 18 8,4

Pgo 122,6 19,8 22,9 21,8 63,4 35,7

Os dados apresentados foram recolhidos através do contraste efectuado no més referente a realiza¢éo do inquérito
na exploracao.

ND: Dado néo disponivel, exploragdes que ndo efectuam contraste nem possuem registos.

SD: Desvio padrdo da amostra

P10: Décimo percentil

Pgo: Nonagésimo percentil
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Quadro 3 — Caracterizacdo das exploragdes estudadas relativamente a producéo de leite.

Exploragéo Producao Proteina Gordura Ureia
kg/vaca/ano Kgl/vaca/dia % kg/dia % kg/dia (ma/kg)
1 11356 35,5 3,16 1,12 3,58 1,27 281
2* 10106 33,1 3,27 1,08 3,88 1,28 286
3* 8411 27,6 3,14 0,87 3,65 1,01 251
4 9755 31,4 3,20 1,01 4,03 1,27 257
5 7709 25 3,29 0,82 3,57 0,88 207
6* 6748 22,1 3,15 0,70 4,00 0,88 238
7 8831 26,7 3,32 0,89 4,29 1,15 283
8 10859 32,3 3,21 1,04 2,97 0,96 272
9 9705 33 3,28 1,08 3,35 1,10 285
10* 10901 35,7 3,14 1,12 3,41 1,22 335
11 9259 29,7 3,28 0,97 3,81 1,13 267
12 10367 30,2 3,31 1 3,12 0,94 368
13 10513 31,6 33 1,04 3,45 1,09 337
14 8740 33,6 3,21 1,08 3,47 1,18 318
15 10706 38,6 3,27 1,26 3,73 1,44 295
16 10127 29,5 3.3 0,97 3,66 1,08 319
17 10170 31,6 3,27 1,03 4,07 1,29 368
18 9442 32,8 3,4 1,13 3,8 1,27 342
19* 8208 26,9 3,24 0,87 3,88 1,04 288
20 8165 30,8 3,25 1 4,05 1,25 265
21 9315 29,5 341 1,01 3,1 0,86 310
22 10303 36,1 3,25 1,17 3,5 1,26 354
23 9399 28,8 3,2 0,92 2,54 0,71 225
24 9701 25,6 3,48 0,89 3,89 1 310
25 11348 31,8 3,43 1,09 3,94 1,25 307
26 9866 29,4 3,21 0,94 3,04 0,89 284
27* 6133 20,1 3,21 0,64 3,77 0,76 332
28* 7692 25,2 3,18 0,80 4,02 1,01 210
29 6963 24,6 3,23 0,79 4,09 1,01 305
30* 4877 16 3,27 0,52 3,90 0,62 219
Média 9189 30 3 1 4 1 2901
SD 1576,8 4,9 0,08 0,16 0,40 0,20 44,5
P10 6941,5 24,4 3,16 0,78 3,09 0,85 224,4
Pao 10863,2 35,5 3,40 1,12 4,05 1,27 343,2

Os resultados apresentados foram recolhidos através do contraste efectuado no més referente a data de recolha de
dados na exploracéo.

*Explora¢fes que ndo efectuam contraste. Resultados obtidos a partir dos registos de qualidade de leite da Agros no
més referente a data de recolha de dados na exploragéo.

X: Média aritmética da amostra

SD: Desvio padrdo da amostra

P1o: Décimo percentil

Pgo: Nonagésimo percentil

Nas 30 exploracdes estudadas, no periodo de 28 de fevereiro a 5 de abril de 2013, a
producdo de leite diaria era, em média, de 29,5 kg/vaca/dia, com teores em gordura e em
proteina de, respetivamente 3,65% e 3,26%, e producdes de gordura e de proteina de,
respetivamente 0,96 e 1,07 kg/vaca/dia (Quadro 3). A producdo média aos 305 dias era, em

média, de 9189,2 kg/vaca.
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2.2.2. Efeito do uso de adsorvente

A avaliagéo dos efeitos do uso de adsorvente de micotoxinas nos parametros hematolégicos foi
realizada entre 15 de marco e 17 de abril numa exploragcdo comercial de bovinos de leite
situada em Modivas, Vila do Conde, com um efetivo de 90 animais. De acordo com o contraste
leiteiro realizado em marco, aquando do inicio do trabalho experimental, 35 vacas
encontravam-se em producdo e cinco vacas no periodo de secagem. Dos animais em
producao, sete encontravam-se nos primeiros 60 DIM, sete com 61 a 120 DIM, trés com 121 a
180 DIM e dezoito com mais de 180 DIM. Relativamente ao nimero de lactacdo, 11 animais
estavam na primeira lactagdo, cinco na segunda, nove na terceira, quatro na quarta e seis na
quinta lactag@o e acima desta. A produgcdo média de leite desse més foi de 30,8 kg/vaca/dia,
com teores médios de proteina de 3,25% (o que corresponde a cerca de 1 kg de proteina/dia) e
de gordura de 4,05% (1,25 kg de gordura/dia). A producdo média aos 305 dias era de 8165
kg/vaca.

A dieta dos animais era constituida por 37 kg de silagem de milho, 10 kg de alimento
concentrado complementar e 1,7 kg de palha, fornecida uma Unica vez ao inicio do dia, sob a
forma de alimento completo.

O ensaio teve inicio com o contacto do proprietario a Subsec¢do de Nutricdo Animal da
CAVC. Foram descritas quebras de ingestdo, quebras de producéo, diarreia e claudicacdes em
alguns dos animais em producéo, coincidentes com a abertura de um silo trincheira no qual
estava conservada silagem de milho.

Efetuou-se a visita a exploragdo no dia 15 de margco para analisar o problema e
verificaram-se as condi¢cdes de conservacao da silagem e da mistura de matérias-primas.
Procedeu-se a recolha de amostras de sangue a 12 vacas (13,8% do efetivo), oito destas em
producéo (22,9% do total em producéo) e quatro em periodo seco (80% do total de vacas neste
grupo). Dos animais em producdo, metade manifestava sinais clinicos, sendo a outra metade
constituida por animais sem quaisquer sinais de doenca. A recolha foi realizada na veia caudal
mediana, utilizando tubos com EDTA para realizacgdo do hemograma e tubos sem
anticoagulante para o proteinograma, de acordo com as instru¢ées do laboratério. Duas das
amostras em tubos com EDTA coagularam antes de a analise poder ser realizada, pelo que
ficaram inviabilizadas. Procedeu-se, ainda, a recolha de uma amostra de dieta completa (TMR)
para pesquisa de micotoxinas. A amostra foi recolhida em varios pontos da manjedoura, tendo
sido congelada para nado sofrer deterioracdo até a andlise. A pesquisa e quantificacdo de
micotoxinas foram realizadas no laboratério da Alltech®, nos EUA, por LC-MS (Cromatografia
Liquida — Espetrometria de Massa) com capacidade para detecdo de 38 micotoxinas.

No mesmo dia, apds a recolha de amostras de sangue, foi incluido Mycosorb® na dieta a

uma dose de 15 g/vaca/dia, durante 33 dias. No inicio deste periodo, quatro animais
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apresentaram diarreia, anorexia, quebra de producdo e debilidade nos membros posteriores
gue os impossibilitava de se manterem em estacdo, adotando a postura de “cdo-sentado”.
ApoOs exame clinico excluiram-se as causas mais frequentes de sindrome de vaca caida,
nomeadamente, hipocalcémia, toxémia decorrente de mamite ou metrite severas, torcdo de
abomaso e patologias musculo-esqueléticas. Um dos animais manifestava, com severidade, 0s
sinais clinicos supracitados pelo que foi eutanasiado e sujeito a necrépsia pelo Médico
Veterinario responsavel, sem diagnéstico definitivo possivel. A necropsia observou-se apenas
uma ligeira enterite, com muco de colora¢do acinzentada no limen. O géanglio linfatico que
drenava a regido encontrava-se também alterado, pelo que, com o objetivo de se proceder ao
isolamento bacteriano, foi enviado juntamente com a porcdo intestinal afetada para um
laboratorio de referéncia.

Procedeu-se, ainda, a recolha de duas amostras de 4gua para consumo animal, para
analise quimica e microbiolégica. Efetuou-se nova recolha de amostras de sangue, aos
mesmos animais, no dia 17 de abril, precisamente uma semana apds a vacinagédo do efetivo
com uma vacina polivalente (Rispovald® da empresa farmacéutica Pfizer Animal Health®) que
inclui virus inativados de rinotraqueite infeciosa bovina, diarreia viral bovina e virus vivos
modificados de parainfluenza e de BRSV (virus respiratorio sincicial bovino). A recolha de
amostras de sangue foi realizada de igual forma na veia caudal mediana, com 12 tubos sem
anticoagulante e 10 tubos com EDTA (uma vez que duas das analises anteriormente realizadas

ficaram inviabilizadas) para proteinograma e hemograma, respetivamente.
2.2.3. Andlise estatistica

Os dados relativos as 30 exploragbes foram analisados segundo um modelo misto,
considerando os efeitos do uso de adsorvente, da vacinacdo, do robot de ordenha e da adeséo
a programa de qualidade do leite, nos varios parAmetros avaliados no programa MIKO® (satde
animal, incidéncia de patologias, producéo de leite, indices reprodutivos, maneio das forragens,
maneio do alimento composto e maneio alimentar), a exploracdo como efeito aleatorio e o erro
residual aleat6rio. Os parametros salde animal, incidéncia de patologias, producdo de leite,
indices reprodutivos, maneio das forragens, maneio do alimento composto e maneio alimentar
foram, ainda, sujeitos a uma andlise de fatores, com rotagdo varimax. Os dados relativos ao
hemograma e ao proteinograma foram sujeitos a analise de variancia simples considerando o
efeito fixo do periodo (antes e depois da inclusdo do Mycosorb) e o erro residual. Sempre que
existiram diferencas significativas o teste de Tukey foi utilizado para comparacédo de médias.
Todos os dados foram analisados recorrendo ao programa SAS (Statistical Analysis System,
versao 9.1, SAS Institute, Inc., Cary, NC).
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Anélise de Maneio - PROGRAMA MIKO®

No Quadro 4 apresentam-se os efeitos do uso de adsorvente, da pratica de vacinagéo, do
robot de ordenha e da adesdo a programa de qualidade do leite nos varios parametros
avaliados pelo programa MIKO®. O uso de adsorvente afetou o maneio do alimento composto,
0 maneio das forragens, a gestdo alimentar e a satude animal. A pratica de vacinagdo apenas
apresentou uma tendéncia de efeito no maneio das forragens, tendo esta tendéncia também
sido verificada com o robot de ordenha. J& a adeséo a programa de qualidade do leite apenas

apresentou uma tendéncia de efeito no maneio do alimento composto.

e Saude Animal

As exploracdes que incluem 7 a 10 g/vaca/dia de Mycosorb®, na dieta, apresentam uma
condigéo geral dos animais significativamente melhor do que as restantes (94,3%; Quadro 4). A
estas seguem-se as exploracdes que mantém uma dose de 4 a 5 g/vaca/dia de Mycosorb®
(91,5%), seguidas de exploragdes que ndo usam adsorvente (86,6%) e de exploragbes que
usam outro adsorvente de micotoxinas na dieta dos animais (85,8%). Estes resultados poderéo
ser explicados pelo efeito do adsorvente a base de parede celular de leveduras que, ndo sé
previne a absorgcdo gastrointestinal das micotoxinas eventualmente presentes na dieta, como
também estimula o sistema imunitario devido ao efeito imunomodulador dos (3-D-glucanos da

parede de S. cerevisiae (Avantaggio et al. 2009).

¢ Maneio das forragens

Relativamente as forragens, constata-se que as exploracdes que usam Mycosorb®
possuem, em média, um maneio das forragens significativamente melhor do que as restantes,
sendo que, aquelas cuja dose ronda os 4 a 5 g/vaca/dia sdo, efetivamente, as que possuem o
melhor maneio (82,5%), seguindo-se as exploracfes que incluem 7 a 10 g/vaca/dia (77,3%), as
que ndo usam adsorvente (75,2%) e, finalmente, as que usam outro adsorvente de micotoxinas
na dieta das vacas leiteiras (70,6%). As exploracbes com melhor maneio das forragens incluem
uma dose considerada “preventiva” na dieta dos animais (4 a 5 g/vaca/dia) e possuem,
usualmente, um melhor maneio geral da exploracdo, com maiores producdes de leite e
melhores condi¢des gerais dos animais. Os resultados sugerem que os produtores com maior
tendéncia para encarar as silagens como um dos principais focos de contaminacéo fungica,
tendem a preveni-la com um bom maneio das forragens e com a inclusdo de Mycosorb® na

dieta.

¢ Maneio dos alimentos compostos e concentrados
Relativamente ao maneio dos alimentos concentrados e das misturas de alimentos

obtiveram-se resultados algo distintos. As exploracdes com o melhor maneio sdo aquelas que
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ndo usam qualquer adsorvente de micotoxinas na dieta (83,1%). Seguem-se as que usam
Mycosorb® a uma dose de 4 a 5 g/vaca/dia (80,4%), as que incluem 7 a 10 g/vaca/dia (75,9%)
e, por Ultimo, as que incluem outro adsorvente de micotoxinas na dieta que ndo Mycosorb®
(75,5%). A apresentacdo do alimento composto e a forma como o mesmo € armazenado
poderdo explicar os resultados obtidos. Constata-se que, mais de metade das exploracbes que
ndo usam adsorvente de micotoxinas na dieta (55,6%) adquire os alimentos concentrados a
CAVC sob a forma de granulado e que, um tergco das mesmas (33,3%) o armazena nos
préprios sacos. Estes valores sdo bastante mais elevados do que aqueles observados nos
restantes grupos, em que a grande maioria dos produtores armazena em silos verticais a
mistura de matérias-primas, composta por alimento granulado e farinado. Estes dados
favorecem o resultado obtido nestas exploragfes por dois motivos. Em primeiro, devido a
apresentacdo do alimento composto que, sendo granulado, apresenta menor risco de
contaminacdo fungica do que os alimentos farinados, uma vez que o0 seu processo de
producdo podera reduzir significativamente as UFC fangicas e estabilizar temporariamente o
alimento (Genter et al. 2007). Em segundo lugar, a sua conservacdo nestas exploragdes
geralmente ndo possibilita grande acumulacdo de detritos e de crescimento fungico, uma vez

gue o alimento é mantido nos sacos em que foram transportados, sendo que a taxa de

utilizacdo é geralmente elevada devido as quantidades adquiridas.

e Maneio alimentar

No que respeita a alimentacdo dos animais, verifica-se que as exploracdes que
possuem um melhor maneio sdo as que usam outro adsorvente de micotoxinas incorporado na
mistura de matérias-primas (90,5%), seguidas das exploragbes com incorporacdo de 4 a 5
g/vaca/dia de Mycosorb® (88,9%) e daquelas que ndo utilizam qualquer tipo de adsorvente de
micotoxinas na dieta (85,1%). As exploracfes que usam Mycosorb® a uma dose de 7 a 10
g/v/dia (75,1%) sdo de facto as que tém um pior maneio alimentar, ou seja, pior maneio na
preparacdo do alimento completo, no nimero de vezes que alimentam os animais, na limpeza
da manjedoura e do equipamento de unifeed e no uso que fazem do refugo (alguns dos
produtores fornecem o refugo as novilhas, as préprias vacas em producdo ou até mesmo as
vacas no periodo seco). Ha por isso uma tendéncia para se usar uma dose maior de
Mycosorb® nestas exploracdes, de forma a prevenir eventuais problemas de contaminagdo por

micotoxinas.

o Exploracbes vacinadas, exploracdes com robot de ordenha e programa de qualidade
do leite

Embora apenas tenha sido observada uma tendéncia, as exploracdes que possuem robot de

ordenha e as que nado praticam vacinacdo sdo aquelas que possuem melhor maneio de

forragem (80,7% e 80,1% respetivamente).
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Quadro 4 — Efeito do uso de adsorvente, da pratica de vacinacéo, da presenca de robot de ordenha e da utilizacdo de programas de qualidade de leite na producéao
de leite, na saide dos animais e no maneio geral da exploragéo. Resultados apresentados sob a forma de percentagem.

Pratica de Programa de
Adsorvente Vacinagao Robot de ordenha Qualidade de Leite

Mycosorb Mycosorb
Sem Outro 4 abg/v/d 7alOg/iv/id EPM P Ausente Presente EPM P Ausente Presente EPM P Ausente Presente EPM P

N 9 6 11 4 6 24 26 4 17 13

Incidéncia de

patologias 0,61 0,64 0,66 0,71 0,047 0,399 0,69 0,62 0,032 0,141 0,66 0,65 0,030 0,818 0,65 0,66 0,038 0,788
Producao de

Leite 0,90 0,89 0,96 0,96 0,055 0,523 0,91 0,95 0,038 0,512 0,91 0,94 0,035 0,646 0,94 0,92 0,045 0,586
indices

Reprodutivos 0,58 0,54 0,53 0,63 0,059 0,585 0,57 0,57 0,040 0,971 0,61 0,53 0,037 0,294 0,59 0,56 0,048 0,536

Maneio do

Alimento

Composto 0,83 0,76 0,80 0,76 0,018 0,001 0,79 0,78 0,015 0,644 0,77 0,80 0,014 0,113 0,78 0,80 0,015 0,073
Maneio das

Forragens 0,75 0,71 0,83 0,77 0,034 0,034 0,80 0,73 0,023 0,051 0,72 0,81 0,022 0,058 0,75 0,78 0,028 0,256
Maneio

Alimentar 0,85 0,91 0,89 0,75 0,034 0,010 0,83 0,87 0,026 0,271 0,82 0,88 0,024 0,223 0,86 0,84 0,028 0,348
Saude Animal 0,87 0,86 0,92 0,94 0,025 0,044 0,90 0,89 0,017 0,818 0,90 0,89 0,016 0,734 0,90 0,90 0,021 0,968
CCs 222,09 216,80 194,93 251,76 44,493 0,773 207,52 235,27 30,455 0,559 212,13 230,66 28,376 0,741 235,94 206,85 36,159 0,426
Total 0,77 0,756 0,80 0,79 0,017 0,122 0,79 0,77 0,013 0,490 0,772 0,79 0,012 0,437 0,78 0,78 0,014 0,907
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Estes resultados poderdo ser explicados pelo maior reconhecimento, por parte destes
produtores, da importancia de uma maneio alimentar adequado na produtividade da sua
exploracdo. As explora¢gbes que praticam programa de qualidade do leite tém, de igual forma,
um melhor maneio do alimento concentrado que adquirem a CAVC (79,9% em contraponto
com 77,5%).

2.3.2. Anélise de fatores

Os dados recolhidos pelo programa MIKO® foram sujeitos a uma anélise de fatores com o
objetivo de identificar questbes redundantes no inquérito e associa¢des entre variaveis. No
Quadro 5 apresentam-se os trés fatores retidos segundo o critério Mineigen. O Fator 1 explicou
23,5% de variancia, o Fator 2 19,7% e o Fator 3 17,2%. Nas Figuras 1, 2 e 3 apresentam-se as
relagdes entre os fatores apos rotagado varimax.

A variavel “producédo de leite” encontra-se representada no Fator 1, estando a “saude
animal” repartida nos fatores 1 e 2. A associagcdo das duas variaveis no Fator 1 corrobora a
estreita relacdo existente entre a produtividade e a salde animal, ou seja, quanto melhor a
condicdo geral dos animais maior sera a sua produtividade (Stilwell 2013).

As variaveis “maneio do alimento composto” e “maneio alimentar’ estdo representadas no
Fator 2, podendo esta associacdo ser explicada pelo facto de o maneio geral de uma
exploracdo incluir, entre outros procedimentos, o armazenamento apropriado da mistura de
matérias-primas e, também, um maneio adequado no que diz respeito a alimentacdo dos
animais. Assim, os produtores que possuem boas praticas de armazenamento tendencialmente
praticam boas praticas de alimentacao animal, sendo que o contrario também se verifica.

As variaveis “indices reprodutivos” e “maneio das forragens” encontram-se representadas no
Fator 3, mas com sentidos diferentes. Deve-se salientar que os indices de fertilidade
dependem néo sé das decisbes do produtor, nomeadamente no que respeita aos DIM e a
duracgéo do periodo voluntario de espera, como também dos nivel de producéo e da colocagéo

em pratica de programas de fertilidade.

Quadro 5 — Fatores retidos segundo o critério Mineigen na analise de fatores.

Variaveis F1 F2 F3 Comunalidades
Producéo de Leite 0,790 -0,025 0,007 0,625
Incidéncia de patologias 0,441 0,491 -0,156 0,459
indices reprodutivos -0,109 0,104 0,823 0,700
Maneio do alimento composto -0,191 0,822 0,074 0,718
Maneio da forragem -0,038 0,082 -0,809 0,662
Maneio alimentar 0,114 0,663 0,011 0,453

Salde animal 0,779 0,036 -0,039 0,609
Variancia (%) 23,5 19,7 17,2 -
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Figura 3 — Relacéo entre os fatores 1 e 3.

Aqui, talvez se possa inferir que exploragbes com melhores producdes tendem a ter um
maior cuidado no maneio da forragem, mas piores indices reprodutivos. Estes Ultimos poderao
ser explicados pelo balango energético negativo (BEN) mais acentuado decorrente de
producdes mais elevadas. Nestas, a dindmica hormonal poderé estar alterada refletindo-se na
incidéncia de ovarios quisticos que podera aumentar, no retorno a atividade ciclica que podera
ser mais tardio com anestros pés-parto mais longos, nas taxas de concecdo que poderao ser
mais baixas e nas taxas de morte embrionaria que poderao, também, aumentar (Rossi et al.
2008).

2.3.3. Efeito do uso de adsorvente

Aquando da visita a exploracdo “problema”, para observacao das condicbes de maneio
alimentar, constatou-se que a silagem se encontrava mal conservada, com um cheiro
carateristico a bolor e que as paredes internas do silo de armazenamento do alimento
composto se encontravam com bastante sujidade e incrustacdes. Ambos os fatores poderao ter
contribuido para um maior risco de proliferacdo flingica e uma possivel contaminacao por
micotoxinas (Fink-Gremmels 2010; Santin 2010).

A producao durante os meses de marco e abril foi registada, utilizando os dados de recolha
de leite da Agros. Pode verificar-se, pela analise da Figura 4, que ocorre uma tendéncia de
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guebra de producao, com alguma flutuacdo, no inicio do més de marco. A diminuicdo de 982
kg de leite (28 kg/vacal/dia), produzidos no dia 5 de marco, para 916 kg de leite (26
kg/vaca/dia), produzidos no dia 13 de marco, representa uma quebra de producdo de 6,7% no
periodo de 8 dias. Durante o tempo de inclusdo de Mycosorb® ha um lento aumento de
producdo, também com alguma flutuagéo, até atingir um méximo de 1013 kg de leite (29
kg/vaca/dia), produzidos no dia 6 de abril, 0 que corresponde a um aumento de cerca de

10,3%.
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Figura 4 — Producdo de leite diaria, na exploracdo, durante os meses de marco e abril (kg/vacal/dia). A

inclusdo do adsorvente na dieta iniciou-se a 15 de marc¢o, marcado pela linha a tracejado.

Estes dados poderiam ser o reflexo de alteracbes no efetivo, no entanto o nimero de
animais em producdo manteve-se sensivelmente estavel. A producdo torna a descer até um
minimo de 921 kg de leite produzidos por dia no dia 25 de abril. Estas flutuacbes de producéo
poderdo ter ocorrido devido a variagdo da dose incluida na dieta, uma vez que esta nao foi
medida rigorosamente pelo produtor. Varias outras causas poderdo estar também estar
subjacentes a esta oscilacdo na producdo de leite, como por exemplo rejeicbes de leite de
vacas com mastite clinica, patologias metabdlicas (cetose), mastites subclinicas e
deslocamentos de abomaso (Stilwell 2013), informag&o n&o registada pelo produtor, pelo que
ndo € possivel inferir com certeza a justificacdo desta flutuacao.

No que respeita ao isolamento bacteriano do material de necrdpsia enviado para o
laboratério, obteve-se resultados negativos, ndo se tendo isolado nenhum microrganismo
patogénico.

A agua recolhida encontrava-se imprépria para consumo humano do ponto de vista, quer
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microbidgico, quer quimico. As contagens de aerébios mesofilos totais a 33 °C e a 22 °C foram
de 98 UFC/ml e mais de 300 UFC/mI, respetivamente. A contagem de coliformes totais foi de
45 UFC/ml e de enterococos fecais de 9 UFC/ml. Nao se observou crescimento de Clostridium
perfringens e de Escherichia coli (0 UFC/ml). Sendo a E.coli um microrganismo pouco
resistente no meio ambiente, comparativamente com o0s enterococos fecais, esta andlise da
agua permite concluir que a contaminacao fecal ndo foi um episédio recente, pelo que podera
ndo estar relacionada com os casos que surgiram na exploracdo em marco de 2013 (Duarte
2011). Relativamente aos resultados da andlise quimica, a concentracdo de nitratos (190mg/l)
e de manganés (120ug/l) foram os Unicos parametros alterados. Isto podera surgir em virtude
da intensa atividade agricola da regido, em que a poluicdo azotada dos solos e de lengois
freaticos ocorre ndo so devido ao uso de fertilizantes como também a existéncia de inimeras
exploracdes leiteiras (Cabrita 2003). No entanto, a concentracdo de nitratos ndo é
suficientemente elevada para provocar sinais clinicos em bovinos, uma vez que até valores de
3000 mg/l ndo surgem, normalmente, intoxicacdes por nitratos nesta espécie (Stilwell 2013).

A andlise de micotoxinas (Quadro 6) permite constatar a presenca de fusariotoxinas,
maioritariamente tricotecenos do tipo B e fumonisinas, mas também acido fusarico, neosolaniol
(tricoteceno do tipo A) e, ainda, esterigmatocistina, produzida por espécies de Aspergillus sp.
(Santin 2010). A andlise efetuada sugere, portanto, a infe¢cdo da cultura de milho por Fusarium
sp., que podera ter ocorrido previamente a colheita ou durante a conservacgdo inadequada no
silo por manutencdo incompleta de condi¢cdes de anaerobiose (Fink-Gremmels 2010; Santin
2010). Verifica-se que o DON e os seus derivados, nomeadamente 15-acetil-DON e DON-3-
glicosideo, encontram-se no TMR a niveis de 353 ppb, 977 ppb e 146 ppb, respetivamente, o
que corresponde a um total de 1476 ppb. As fumonisinas, que incluem FB;, FB, e FB3, estavam
presentes no alimento completo a niveis de 6421 ppb.

Relativamente a acido fusarico e a neosolaniol constata-se que estavam presentes a uma
concentracdo de 269,9 ppb e de 5,1 ppb, respetivamente. J& a esterigmatocistina encontrava-
se a 1,9 ppb no alimento completo.

Os teores de micotoxinas detetados encontram-se abaixo dos valores de orientacdo
estabelecidos na Recomendacdo 2006/576/CE (Quadro 11 que se encontra em Anexo),
nomeadamente no que respeita ao DON e derivados, cujos niveis correspondem a cerca de
1,3 mg/kg (ppm) de alimento com um teor de humidade de 12% (inferior a 5 ppm) e também no
gue respeita a fumonisinas, cujas concentragbes correspondem a cerca de 5,7 mg/kg de
alimento com um teor de humidade de 12% (inferior a 50 ppm). Apesar disso, as micotoxinas
presentes na dieta (particularmente DON e Fumonisinas) parecem ter influenciado

negativamente a produc¢éo e saude animal.
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Quadro 6 — Resultados da analise de micotoxinas por LC-MS (Programa Miko37+ da Alltech®) de

alimento completo.

Micotoxinas analisadas Niveis detectados (ug/kg MS) SD (ug/kg MS)
1 Aflatoxina B1 ND ND
2 Aflatoxina B> ND ND
3 Aflatoxina G; ND ND
4 Aflatoxina G2 ND ND
5 Ocratoxina A ND ND
6 Ocratoxina B ND ND
7 Desoxinivalenol 353 15,9
8 3-Acetil-Desoxinivalenol ND ND
9 15-Acetil-Desoxinivalenol 977 191,1
10 DON-3-Glicosideo 146 67,3
11 Nivalenol ND ND
12 Fusarenona X ND ND
13 Toxina T2 ND ND
14 Toxina HT2 ND ND
15 Diacetoxiscirpenol ND ND
16 Neosolaniol 51 0,5
17 Fumonisina B1 5994,1 322,3
18 Fumonisina B2 361 77,8
19 Fumonisina B3 65,9 18,2
20 Zearalenona ND ND
21 a Zearalanol ND ND
22 B-Zearalanol ND ND
23 Zearalanona ND ND
24 Patulina ND ND
25 Acido Micofendlico ND ND
26 Roquefortina C ND ND
27 Acido Penicilico ND ND
28 Vortmanina ND ND
29 Gliotoxina ND ND
30 Esterigmatocistina 1,9 0.0
31 Verruculogeno ND ND
32 2-Bromo-Alfa-Ergocriptina ND ND
33 Ergometrina/Ergonovina ND ND
34 Ergotamina ND ND
35 Lisergol ND ND
36 Metilergonovina ND ND
37 Alternariol ND ND
38 Acido Fusérico 269,9 45,1

ND — Nao detetado, niveis de micotoxinas abaixo do limiar de detecao.

Isto podera ser explicado pelo maior stress produtivo a que estes animais estao sujeitos,
pelo maior nivel de ingestdo (que resulta numa maior taxa de passagem e numa maior
absorcdo das micotoxinas ingeridas) e, principalmente, devido ao efeito sinérgico que podera
ter resultado da presenga concomitante de acido fusarico com DON e Fumonisinas (Jouany &
Diaz 2010; Manning 2010). Além da capacidade que esta micotoxina possui de acentuar os

efeitos de outras, presentes na mesma matriz alimentar, ha também que realcar o efeito
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negativo que esta apresenta na flora ruminal. Com efeito, Ruminococcus albus e
Methanobrevibacter ruminanticum s@o as espécies maioritariamente inibidas (Jouany & Diaz
2010), pelo que poderéo surgir alteracoes da capacidade de digestdo dos hidratos de carbono
estruturais e de eliminacéo do hidrogénio resultante da fermentacdo no raimen. A acumulacéo
deste produto de reacdo pode inibir o crescimento e 0 metabolismo de outros microrganismos
ruminais, induzindo assim desequilibrios na flora e afetando, consequentemente, o processo
fermentativo, o que poderéd explicar as diarreias observadas em alguns dos animais em
producao (Hook et al. 2010).

No que respeita aos resultados do hemograma e do proteinograma obtiveram-se
diferengas significativas nos valores de proteinas plasmaticas totais (PPT), gamaglobulinas
(imunoglobulinas ou anticorpos) e betaglobulinas do periodo 1 (sem adsorvente incluido na
dieta) para o periodo 2 (apés a inclusdo de adsorvente), sendo que os valores das duas
primeiras aumentaram e o da Ultima diminuiu, como se pode observar no Quadro 7.

Num estudo realizado anteriormente por Korosteleva et al. (2007) em vacas leiteiras, no
gual foram fornecidas dietas contaminadas por fusariotoxinas, obtiveram-se resultados que
contrastam com 0s expostos no presente relatério. Observaram-se aumentos das PPT e das
globulinas com diminuicdo da concentracdo de IgA (imunoglobulina A) e da relacdo
albumina:globulina, sendo que a incorporacao de adsorventes a base de parede celular de S.
cerevisiae minimizou estes efeitos. Num outro estudo obtiveram-se aumentos das
concentragcdes de imunoglobulinas como resposta a vacinacdo em animais expostos a
fusariotoxinas. Foi proposto que a concentragcdo de micotoxinas presentes no alimento, bem
como a presenca de micotoxinas conjugadas e as interacdes estabelecidas entre elas séo
fatores que poderdo modular a resposta imunitaria dos animais, sendo que niveis baixos de
micotoxinas poderiam ter efeito de estimulagdo do sistema imunitario, devido ao aumento da
expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatéria, enquanto niveis elevados o
deprimiriam como consequéncia do aumento da fragilidade de membranas celulares e da
apoptose de leucécitos (Korosteleva et al. 2009).

O aumento das gamaglobulinas podera ser explicado pela vacinacdo efetuada uma
semana antes da segunda recolha de amostras de sangue. A vacinacao € um dos métodos in
vivo utilizados para a avaliacdo da atividade da imunidade humoral, pelo que o aumento desta
fracdo proteica ap0Os a vacinagdo sugere uma resposta imunitaria adequada (Surai & Dvorska
2010; Taylor-Pickard 2010). Os resultados obtidos permitem inferir que a adicdo de Mycosorb®
na dieta podera ter diminuido a absor¢cdo de micotoxinas pelos animais, reduzindo o efeito
imunodepressor e permitindo a resposta vacinal. Os efeitos negativos no sistema imunitario
exercidos pelas micotoxinas encontradas na analise supracitada (principalmente DON e
fumonisinas) poderdo dever-se a diminuicdo de sintese proteica e a fragilidade celular

decorrente de instabilidade membranar (Surai & Dvorska 2010; Taylor-Pickard 2010).
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Quadro 7 — Efeito da inclusdo de 15 g/vaca/dia de Mycosorb®, na dieta, nos parametros hematolégicos de

vacas leiteiras.

Parametro Mycosorb® Valores de referéncia
Hemograma Sem Com EPM P Min. Max.
Proteinas Plasmaticas Totais (g/dl) 7,19 7,95 0,241 0,039 6,0 8,5
Albumina:Globulina (g/dl) 0,49 0,46 0,017 0,166 0,6* 1,3*
Albumina (g/dl) 2,35 2,42 0,063 0,447 2,9*% 3,9*%
a-Globulinas (g/dl) 1,29 1,40 0,050 0,124 0,5* 0,8*
B-Globulinas (g/dl) 1,40 1,05 0,106 0,031 0,8* 2,0*
y-Globulinas (g/dI) 2,16 2,90 0,148 0,002 0,5* 1,8*
Proteinograma

Leucocitos (x10%/l) 8,54 7,04 0,471 0,170 4,0 13,8
Eritrécitos (x10%/pl) 6,11 5,94 0,282 0,661 5,0 10,0
Hemaoglobina (g/dl) 10,28 9,71 0,501 0,436 8,0 15,4
Hematdcrito (%) 26,79 25,48 1,266 0,475 24,0 46,0
Volume Corpuscular Médio (fL) 43,84 43,02 0,667 0,396 40,0 60,0
Hemoglobina Corpuscular Média (pg) 16,83 16,36 0,258 0,208 11,1 17,0
Concentracéo de Hemoglobina

Corpuscular Média (g/dl) 38,42 38,02 0,153 0,084 34,0 38,0
Distribuicéo Eritrocitos (%) 20,29 18,61 1,276 0,366 23,3 33,6
Plaquetas (x10%/l) 457,22 370 64,65 0,354 100 800
Volume Plaquetas (fL) 6,52 8,61 0,832 0,095 - -
Neutréfilos (x10%/pl) 4,47 3,04 0,665 0,149 11 3,6
Eosindfilos (x10°/ul) 0,21 0,30 0,055 0,294 0,0 0,7
Basdfilos (x10°/ul) 0,05 0,06 0,007 0,598 0,0 0,3
Mondcitos (x10%/pl) 0,72 0,48 0,093 0,078 0,2 1,3
Linfécitos (x10%/pl) 3,02 3,11 0,238 0,792 4,0 9,8

Os valores de referéncia expostos sdo os apresentados pelo laboratério aquando da rece¢do dos resultados da
andlise hematoldgica.

*Valores de referéncia ndo apresentados pelo laboratério, tendo sido recolhidos através do estudo de Lumsden et al.
(1980). Os resultados obtidos ndo deverédo ser, por isso, rigorosamente comparados com os intervalos de referéncia
assinalados, uma vez que poderdo ndo se adequar completamente ao presente estudo. Foram, no entanto,

colocados intencionalmente para permitir a contextualizacéo dos resultados da andlise hematologica.

O aumento das PPT podera ser explicado por uma diminuicdo da perda gastrointestinal,
por uma recuperacado da capacidade hepatica de producao proteica ou por uma menor perda
proteica a nivel renal. A perda gastrointestinal leva, geralmente, a diminuicdes das
concentracdes de albumina e de globulinas, descrita como pan-hipoproteinémia (Nelson &
Couto 2009). Visto que varios animais apresentavam diarreia antes da inclusdo de Mycosorb®
poder-se-a depreender, talvez, que os resultados obtidos se devem a algum grau de perda
proteica a nivel Gl que diminui apds a inclusdo do adsorvente e a subsequente supressao do
guadro clinico manifestado inicialmente. A andlise do Quadro 10 permite verificar que o

aumento das PPT ocorreu, essencialmente, & custa do aumento das concentracfes de
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albumina, de alfaglobulinas e de gamaglobulinas, estas Ultimas ja clarificadas. O aumento das
alfaglobulinas pode ter ocorrido, devido a menor perda gastrointestinal ou como resposta a um
eventual estado inflamatério e, até mesmo, devido ao decurso da gestacdo. Durante a
gestacdo ocorre um aumento progressivo desta fracdo proteica, diminuindo aproximadamente
um més antes do parto (Zvorc et al. 2000). Aléem de ndo existirem, nos resultados do
hemograma obtido no periodo de inclusdo do adsorvente, outros indicadores que corroborem a
presenca de uma resposta inflamatéria, as diferencas obtidas nas concentracbes de
alfaglobulinas ndo foram significativamente diferentes. O aumento da albumina podera também
estar relacionado com uma menor perda gastrointestinal. No entanto, as diferengas obtidas
antes e durante a inclusdo de Mycosorb® no que respeita a esta fragéo proteica ndo foram
estatisticamente significativas.

As betaglobulinas sdo um grupo de proteinas constituido por transferrina, por lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), por proteinas do sistema de complemento e pela proteina C reativa.
A elevagdo destas duas Ultimas ocorre em estados inflamatorios, pelo que o facto de ter
ocorrido uma diminuicdo das betaglobulinas com a incorporacdo do adsorvente sugere um
estado inflamatério durante o primeiro periodo da fase experimental, antes da inclusdo do
adsorvente (Li & Fang 2004; Trindade et al. 2008).

A patologia inflamatéria do tubo digestivo podera, por isso, ser a causa desta elevacao no
periodo 1, uma vez que, além do quadro de diarreia que algumas das vacas em producéo
apresentavam, confirmou-se a existéncia de enterite no animal que foi sujeito a necrépsia.
Poder-se-a observar, ainda, um ligeiro grau de neutrofilia nos resultados da primeira analise
hematolégica, o que sugere também a existéncia de um estado inflamatério prévio a incluséo
de Mycosorb® no alimento completo.

No hemograma nédo se obtiveram diferencas estatisticamente significativas, no entanto, os
valores de concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e de volume de plagquetas
foram significativamente diferentes, sendo que o primeiro diminuiu e o segundo aumentou.
Valores elevados de CHCM poderdo ocorrer devido a hemoglobinémia (presenca de
hemoglobina livre no plasma) que podera ter ocorrido devido a hemolise in vivo ou in vitro
(Stilwell 2013). Uma vez que um dos efeitos das micotoxinas é o aumento da instabilidade da
membrana celular e da peroxidacao lipidica, o valor mais elevado de CHCM antes da inclusédo
de Mycosorb® podera ser indicativo de algum grau de hemdlise intravascular resultante de uma
maior fragilidade dos eritrocitos (Wannemacher 1997; Taylor-Pickard 2010).

O volume das plaguetas varia de forma inversa com a sua contagem. Isto significa que
diminuigbes na contagem de plaguetas se encontram associadas a aumentos no seu volume e
gue aumentos nesta mesma contagem estdo associados a um menor volume plaquetério
(Bessman et al. 1981). De acordo com Gentry et al. (1987), verifica-se que 0s tricotecenos,

mais precisamente as toxinas T2 e HT2, possuem capacidade de inibicdo da funcdo das
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plaquetas, o que, teoricamente, poderia explicar as contagens mais elevadas antes da incluséo
de Mycosorb®. Uma vez que estas toxinas induzem inibicdo da agregacdo plaquetéaria, o
Mycosorb® adicionado posteriormente podera ter permitido um retorno a fungdo normal, com
uma taxa de renovacdo maior devido a sua maior atividade, logo uma menor concentragdo
celular e um maior volume de plaguetas. Contudo, ndo se detetaram estas micotoxinas no TMR
analisado, pelo que se pode questionar se outras micotoxinas poderdo ter algum efeito na

funcao plaquetéria in vivo.

3. CONCLUSAO

O presente estudo permite corroborar o impacto que as micotoxinas provocam na salde da
vaca leiteira como também na sua capacidade produtiva. Apesar de ser comummente aceite
que os bovinos possuem maior resisténcia a micotoxicose, € importante realgcar que a mesma
depende de fatores internos e externos ao animal. A prevencdo €, por isso, extremamente
importante e deve ser suportada em boas praticas agricolas e num maneio adequado na
exploracao, preferencialmente associados a métodos que permitam minimizar a absor¢do de
micotoxinas pelo animal, nomeadamente através da incorporacdo de adsorventes na dieta.
Estes poderao ser incluidos como plano preventivo ou como estratégia de controlo quando os
passos prévios falharam na eliminagcdo da sua presenca. A existéncia de protocolos ou
programas que permitam um diagnéstico precoce das exploracdes que apresentam maior risco
de exposicdo a micotoxinas é, nesse sentido, de extrema importancia. O programa MIKO®,
disponibilizado pela Alltech® para o desenvolvimento do presente estudo, torna-se por isso
imprescindivel, uma vez que permite ao produtor a avaliagdo e melhoria da exploracéo, atraves
da detecdo de pontos criticos e da implementagédo de medidas de controlo que visam minimizar
o risco de micotoxinas. No entanto, considerando os diferentes sistemas de producéo e as
realidades subjacentes a producgéo de leite a nivel global seria necessario, talvez, ajustar o
protocolo de avaliagcdo de forma a maximizar a precisdo do mesmo, evitando o mais possivel
as fontes de erro.

No presente estudo verificou-se que as exploracdes que incorporam adsorventes a base de
parede celular de Saccharomyces cerevisiae, na dieta dos seus animais, apresentam melhores
indicadores gerais de saude animal. No entanto, ndo se obteve diferencas significativas nos
indices de patologias infeciosas e metabdlicas, nos indices reprodutivos e na producéo de leite.
O acompanhamento técnico cuidado e informado das exploracfes estudadas, levado a cabo
pela CAVC, permite a melhoria continua das praticas agricolas e do maneio praticado nas
exploracdes. Isto poderd explicar os resultados, no sentido em que, mais do que tentar
“remediar’ quando as micotoxinas ja se encontram presentes, é necessario sobretudo prevenir

a ocorréncia das mesmas.
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Na exploragéo “problema”, o uso de adsorvente (Mycosorb®) numa dieta contaminada por
fusariotoxinas afetou as concentracbes de proteinas séricas circulantes. Uma vez que a
contaminacdo da dieta podera resultar numa maior predisposicdo a patologias devido a
imunodepressao provocada por estes compostos, 0s objetivos do uso de adsorventes baseiam-
se na reducdo da suscetibilidade a infecdes e a patologias metabdlicas como também na
diminuicdo das quebras de ingestdo, de producédo e na prevencao do agravamento dos indices
reprodutivos. Nessa perspetiva, a andlise hematologica podera possibilitar o estudo indireto do
estatuto imunitario dos animais, sendo que os resultados obtidos mostram uma clara diferenca
nos niveis de PPT, betaglobulinas e gamaglobulinas. Neste estudo, especificamente, as
diferencas obtidas poder&o resultar da resposta vacinal efetiva (indicativa de capacidade de
resposta imune) e de uma menor perda proteica pelo tubo digestivo.

Pode concluir-se, deste modo, que o0 uso de adsorventes a base de parece celular de
Saccharomyces cerevisiae permite mitigar os efeitos nocivos que os metabolitos fungicos alvo
de estudo exercem no sistema imunitario dos animais, diminuindo subsequentemente a
incidéncia de patologias infeciosas e todas as consequéncias produtivas e econémicas que

delas resultam.
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5. ANEXOS

Quadro 8 — Amostras recolhidas pela Alltech® Portugal em 2012, no concelho de Vila de Conde, para
pesquisa de micotoxinas.

Amostra Aflatoxinas Tricotecenos do Tricotecenos do Fumonisinas Micotoxinas de
(ppb) tipo B (ppb) tipo A (ppb) (ppb) silagem (ppb)

1 Silagemde milho 0 0 0 5473.5 97.91

2  Silagem de erva 0 0 0 5.53 0

3 Mistura de 0 151.07 63.95 3433.27 0
matérias-primas

4  Silagem de milho 43.21 0 0 1036.41 0

5 Silagem de erva 0 33.28 0 835.57 0

6 Silagemde milho 0 1241.29 5.03 1314.77 0

7 Silagemde milho 0 0 0 220.58 0

8 Silagemde milho O 502.83 0 2526.74 0

1. Aflatoxinas = Aflatoxina B1 + B2 + G1 + G2
2. Tricotecenos do tipo B = Desoxinivalenol (DON) + DON 15-acetil + DON 3-acetil + Fusarenona X + Nivalenol
+ DON-3-Glucosideo

ok ow

Tricotecenos do tipo A = T-2 + HT-2 + Diacetoxiscirpenol (DAS) + Neosolaniol
Fumonisinas= Fumonisina B1 + B2 + B3 ) )
Micotoxinas de silagem = Gliotoxina + Patulina + Acido Penicilico+ Roquefortina C + Acido micofendlico +

verruculogeno + vortmanina

Quadro 9 — Regulamento (CE) N° 1881/2006 da Comissé&o de 19 de Dezembro de 2006 referente aos teores
de contaminantes presentes nos géneros alimenticios.

SECGAO 2: MICOTOXINAS

Géneros alimenticios (1) Teores maximos (ug/kg)
; Somatério de B1,
21 Aflatoxinas B1 B2, Gl e G2 M1
. 6 . . . .
218 Leite cru (), Iglte tratado termicamente e leite para o fabrico ) ) 0,050
de produtos lacteos
2111 Férmulas para lactentes e formulas d? transicao, incluindo . ) 0,025
leite para bebés e leite de transi¢éo (°) ()
2112 Agllmlgntos dietéticos destinados a fins medicinais especificos 0.10 ) 0,025
() () especificamente destinados a lactentes

Quadro 10 — Regulamento (UE) N° 574/2011 DA Comissao de 16 de Junho de 2011 referente aos teores de
Aflatoxina B1 nos alimentos para animais.

ANEXO | - SECCAO II: MICOTOXINAS

Substancia
indesejavel

Produtos destinados a alimentag&o animal

Limite maximo em
mg/kg (ppm) de alimento
para um teor de
humidade de 12%

1.Aflatoxina B1

Matérias-primas para alimentagéo animal.

Alimentos complementares e alimentos completos para animais

0,02

0,01

com excepcao de:

- alimentos compostos para bovinos leiteiros e vitelos, ovinos leiteiros e
cordeiros, caprinos leiteiros e cabritos, leitdes e aves de capoeira
jovens,

- alimentos compostos para bovinos (excepto bovinos leiteiros e vitelos),
ovinos (excepto ovinos leiteiros e cordeiros), caprinos (excepto caprinos
leiteiros e cabritos), suinos (excepto leitdes) e aves de capoeira
(excepto aves de capoeira jovens)

0,005

0,02
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Quadro 11 - Recomendac¢ao da Comissé&o de 17 de Agosto de 2006 (2006/576/CE).

ANEXO - VALORES DE ORIENTAGCAO

Valor de orientagdo em mg/kg
(ppm) de alimento para
animais para um teor de

humidade de 12%

Micotoxina Produtos destinados a alimentagdo animal

Desoxinivalenol |Matérias-primas para alimentacéo animal (*)

- Cereais e produtos a base de cereais (**) com excepgdo dos 8
subprodutos do milho

- Subprodutos do milho 12

Alimentos complementares e alimentos completos para animais, 5
com excepgao de:

- Alimentos complementares e alimentos completos para suinos 0,9
- Alimentos complementares e alimentos completos para vitelos (< 4 2
meses), borregos e cabritos

Zearalenona Matérias-primas para alimentagéo animal (*)
- Cereais e produtos a base de cereais (**) com excepg¢do dos 2

subprodutos do milho
- Subprodutos do milho 3
Alimentos complementares e alimentos completos para animais

- Alimentos complementares e alimentos completos para leitdes e 0,1
marrds (porcas jovens)

- Alimentos complementares e alimentos completos para porcas e 0,25
suinos de engorda

- Alimentos complementares e alimentos completos para vitelos, 0,5
vacas leiteiras, ovelhas (incluindo borregos) e cabras (incluindo
cabritos)
Ocratoxina A Matérias-primas para alimentacao animal (*)
- Cereais e produtos a base de cereais (**) 0,25

Alimentos complementares e alimentos completos para animais

- Alimentos complementares e alimentos completos para suinos 0,05
- Alimentos complementares e alimentos completos para aves de 0,1
capoeira

Fumonisinas B1 + |Matérias-primas para alimentacéo animal (*)

B2
- milho e produtos a base de milho (***) 60

Alimentos complementares e alimentos completos para:

- suinos, cavalos (equideos), coelhos e animais de companhia 5
- peixes 10
- aves de capoeira, vitelos (< 4 meses), borregos e cabritos 20
- ruminantes adultos (> 4 meses) e martas 50
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Quadro 12 — Métodos de andlise e de detegcdo de micotoxinas.

Tipo de ensaio

Método de andlise

Caracteristicas

Ensaios

rapidos

Ensaios de

referéncia

ELISA — Ensaio
Imunonzimético
(Enzyme-linked
immunosorbent assay)

TLC — Cromatografia em
camada fina (Thin-Layer
Chromatography)

HPLC - Cromatografia
liquida de alta eficiéncia
(High-Performance
Liquid Chromatography)

LC-MS — Cromatografia
liquida-Espetrometria de
massa (Liquid
Chromatography-Mass
Spectrometry)

GC - Cromatografia
gasosa (Gas
Chromatography)

Em placas de microtitulagdo em suporte sélido ou em “dipstick” ou em
ELISA de fluxo lateral;

ELISA competitivo em que a toxina presente na amostra compete com
um conjugado toxina-enzima marcado: auséncia de resposta é
considerado um resultado positivo devido ao impedimento do sinal
indicador da ligagéo anticorpo-conjugado;

Falsos positivos com alguma frequéncia.

Ensaio bastante seguro para determinar micotoxinas ou grupos de
micotoxinas;
Nao permite a quantificacdo das micotoxinas detetadas caso nédo lhe

seja associado outro ensaio como, por exemplo, a densitometria.

Elevada sensibilidade, ndo necessita de um elevado indice de
detecdo; separacdo dos componentes de uma matriz, por afinidade
com uma coluna estacionaria e com um solvente liquido, que passam
posteriormente por um detetor que os quantifica;

Falsos positivos devido a interferéncia de impurezas eventualmente
presentes no extrato liquido caso as operagBes anteriores de

preparagdo néo sejam realizadas adequadamente.

Elevada sensibilidade e especificidade;

Detecdo e identificagdo de varios grupos de micotoxinas, inclusive
fumonisinas, micotoxinas conjugadas (ndo detetdveis por outros
testes) e produtos de reacdo ou de metabolizagdo das micotoxinas;
Separacdo fisica de componentes de uma matriz, através de
cromatografia liquida, e posterior analise por espetrometria de massa
em que se procede a ionizagdo de compostos quimicos e identificagéo
das particulas através da raz@o entre a sua massa e carga.

Usada na andlise de micotoxinas ndo detetaveis por HPLC
(tricotecenos tipo-A — toxina T-2, toxina HT-2, DAS, Neosolaniol);

Utilizacdo na determinacdo de outras micotoxinas encontra-se limitada
devido a volatilidade insuficiente e a existéncia de ensaios mais Uteis

neste ambito.
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