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INTRODUCERE

Tn fiecare zi invatam mai multe despre sistemul imunitar al bovinelor, dar, Tn
incercarea de a creste performanta si de a scadea costurile de productie, este usor sa uitim
ca, pentru a avea un efectiv sinatos si performant, trebuie sa Tncepem prin acordarea unei
atentii deosebite vitelului nou-nascut.

Vitelul se naste cu o particularitate esentiala din punct de vedere imunologic: titrul
de anticorpi la nastere este zero, In perioada vietii intrauterine transferul de anticorpi pe
cale transplacentari de la mama la fat fiind nul. In consecinta, singura cale de aparare
post-partum pentru vitel este imunitatea pasiva sistemicd achizitionatd integral dupa
nastere, prin intermediul colostrului (Carp-Carare M., 2002).

Absorbtia inadecvata a imunoglobulinelor colostrale in primele ore de viata a
vitelului au ca si consecintd un transfer imun pasiv deficitar. Transferul pasiv de
imunoglobuline este strans legat de susceptibilitatea viteilor nou-nascuti la bolile
infectioase. Astfel, monitorizarea viteilor nou-ndscuti este esentiala pentru a identifica
deficientele de gestionare din perioada neontala si pentru a asigura detectarea si
implementarea in timp util a masurilor de interventie, care pot reduce ratele de
morbiditate, mortalitate si productie asociate cu esecul transferului pasiv de
imunoglobuline n efectiv (Kehoe s.a., 2007).

Dintre toate categoriile de animale dintr-o ferma, tineretul bovin pana la intarcare
are cele mai mari rate de mortalitate si morbiditate. In urma unui studiu retrospectiv
realizat de NAHMS (2007) in SUA in 1811 ferme de vaci de lapte, mortalitatea Tn randul
viteilor Tnainte de intarcare a fost de 6,8%. Cauza principald a mortalitatii a fost diareea
neonatala (52,2%), urmata de tulburarile respiratorii (21,3%), traumatismele (2,4%),
problemele articulare (2,2%) si alte cauze necunoscute (21,9%).

Managementul deficitar al bolilor neonatale si consecintele acestora asupra
sanatatii, a ratei de crestere si a potentialului de productie si reproductie al viteilor
supravietuitori pot duce la o pierdere economica semnificativa (Sato, 1997; Millemann,
2009; Cho si Yoon, 2014). Mediul, dimensiunea fermei si practicile de management din
aceasta perioada pot influenta prevalenta bolilor neonatale in efectiv (Bartels s.a., 2010;
Meganck s.a., 2014). Acesti factori trebuie evaluati si monitorizati in mod corespunzator
pentru a diminua prevalenta bolilor.

Patologia infectioasa din primele saptdmani de viatd a viteilor este o problema
importanta, care are efecte semnificative asupra supravietuirii si productivitatii viteilor.
Diareea neonatala si bolile respiratorii sunt cele mai frecvente cauze de morbiditate si
mortalitate Tn randul viteilor sugari (Velescu, 2002). Previziunea timpurie a acestor
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patologii este considerata a fi o conditie esentiala pentru tratamentul lor cu succes (Davis
s.a., 1998).

Tot mai multi fermieri, precum si cercetatori din intreaga lume, sunt preocupati
de bunistarea animalelor, iar mortalitatea animala este consideratd acum cel mai crucial
indicator al nivelului de bunastare, fiind si un indicator important al calitatii
managementului (Cummins s.a., 2016). Prin urmare, sunt necesare strategii fiabile si
practice pentru a prognoza riscul individual de esec al transferului pasiv si a evalua riscul
de dezvoltare a bolilor infectioase la vitei in vederea obtinerii unei precizii mai mari in
protocoalele de management.
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INTRODUCTION

Every day we learn more about the immune system of cattle, but in an attempt to
increase performance and lower production costs, it is easy to forget that in order to have
a healthy and efficient herd, we must start by giving special attention to the newborn calf.

The calf is born with an essential feature from an immunological point of view:
the antibody titer at birth is zero, during the intrauterine life the transfer of antibodies by
transplacental route from mother to fetus is null. Consequently, the only postpartum
defense for the calf is passive systemic immunity acquired in full after birth, through
colostrum (Carp-Carare M., 2002).

Inadequate absorption of colostrum immunoglobulins in the first hours of the
calf's life results in a deficient passive immune transfer. Passive immunoglobulin transfer
is closely linked to the susceptibility of newborn calves to infectious diseases. Thus,
monitoring of newborn calves is essential to identify short-term management deficiencies
and to ensure timely detection and implementation of intervention measures that can
reduce morbidity, mortality and production rates associated with passive immunoglobulin
transfer failure (Kehoe et al., 2007).

Of all the categories of animals on a farm, young cattle up to weaning have the
highest mortality and morbidity rates. Following a retrospective study by the NAHMS
(2007) in the US in 1811 of dairy farms, mortality among calves before weaning was
6,8%. The leading cause of death was neonatal diarrhea (52.2%), followed by respiratory
disorders (21,3%), trauma (2,4%), joint problems (2,2%) and other unknown causes
(21,9%).

Poor management of neonatal diseases and their consequences on the health,
growth rate and production and reproduction potential of surviving calves can lead to
significant economic loss (Sato, 1997; Millemann, 2009; Cho and Yoon, 2014). The
environment, farm size and management practices of this period may influence the
prevalence of neonatal diseases in the herd (Bartels et al., 2010; Meganck et al., 2014).
These factors need to be properly assessed and monitored to reduce the prevalence of
disease.

Infectious pathology in the first weeks of calf life is an important problem, which
has significant effects on the survival and productivity of calves. Neonatal diarrhea and
respiratory diseases are the most common causes of morbidity and mortality among
newborn calves (Velescu, 2002). Early prediction of these pathologies is considered to be
an essential condition for their successful treatment.

More and more farmers, as well as researchers around the world, are concerned
about animal welfare, and animal mortality is now considered the most crucial indicator
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of the level of welfare, being also an important indicator of the quality of management.
Therefore, reliable and practical strategies are needed to predict the individual risk of
passive transfer failure and to assess the risk of developing infectious diseases in calves
in order to achieve greater accuracy in management protocols.
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REZUMAT

Cuvinte-cheie: boli infectioase, colostru, imunitate pasiva, vaccinare, vitei.

Teza de doctorat intitulatd ,,Consideratii privind rolul statusului imun in
prevenirea bolilor infectioase la vitei” este structurata, conform normelor in vigoare, in
douad parti principale: prima parte, intitulata ,,Stadiul actual al cunoasterii” care cuprinde
35 pagini si partea a 2-a, ,,Cercetdri proprii”, cu un numar de 125 de pagini.

Teza de doctorat are un volum total de 174 pagini si este ilustratd cu 23 tabele si
73 figuri.

Prima parte ,,Stadiul actual al cunoasterii” cuprinde 4 capitole ce descriu succint
datele legate de fiziologia sistemului imun a viteilor si influenta colostrului in dobandirea
imunitatii pasive la viteii nou-niscuti. In aceastd parte sunt sintetizate, de asemenea,
notiuni privind patologia infectioasa din perioada neonatald, precum si datele disponibile
la ora actuala despre rolul statusului imun in prevenirea bolilor infectioase la vitei. Aceste
date din literatura de specialitate referitoare la subiectul tezei au fost folosite ulterior
pentru interpretarea si compararea rezultatelor obtinute in cea de-a doua parte.

Partea a doua ,,Cercetari proprii” este structuratd in 9 capitole fiecare
reprezentdnd detaliat rezultatele obtinute pe durata studiilor doctorale, ultimul dintre
acestea reprezentdnd o sintezd a concluziilor finale aferente cercetarilor Intreprinse.
Fiecare capitol al acestei parti are in alcatuirea sa subcapitole in care se prezintd materialul
si metoda de cercetare, rezultatele obtinute si concluziile partiale desprinse in urma
realizarii fiecarui studiu.

CAPITOLUL 5 descrie ,,Scopul, obiectivele si cadrul organizatoric al
cercetarilor” prezentei teze de doctorat. Probele luate in studiu au fost recoltate dintr-o
ferma de vaci de lapte cu sistem de crestere intensiv din judetul Tasi. Analizele probelor
au fost efectuate n laboratoare de specialitate din Tasi si Bacau. Tot in acest capitol sunt
sistematizate scopul si obiectivele tezei de doctorat, care se doreste a fi un studiu amplu
privind influenta statusului imun asupra rezistentei dobandite a viteilor nou-nascuti fata
de bolile neonatale.

CAPITOLUL 6, intitulat ,Investigatii epidemiologice, clinice si anatomo-
patologice privind prezenta si prevalenta infectiilor la vitei” reda rezultatele unei anchete
epidemiologice care a fost realizatd pe parcursul a 3 ani de studiu, respectiv in perioada
2017-2019. Cercetarile intreprinse au avut ca scop identificarea patologiilor de tip
infectios care afecteaza viteii nou-ndscuti si stabilirea indicilor de morbiditate si
mortalitate In cadrul efectivului de vitei luat in studiu.

Rezultatele obtinute evidentiaza faptul ca, in efectivul de vitei luat in studiu,
morbiditatea a Inregistrat o ratd de 6,20%, iar rata letalitatii a fost de 15,10%, cu o rata de
mortalitate de 0,94%. Morbiditatea afectiunilor digestive ocupa primul loc, cu o medie de
60,89%, fiind urmata de afectiunile respiratorii care inregistreaza o medie de 39,11%.
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In functie de categoriile de varstd care au prezentat interes in aceasti ancheti
epidemiologica, am observat ca viteii cu varsta de peste 2 luni au fost cei mai afectati de
infectiile respiratorii, iar viteii cu varsta de 0-1 luna au prezentat predominant afectiuni
digestive.

CAPITOLUL 7 prezinta ,,Diagnosticul de laborator in bolile infectioase la vitei”
n vederea stabilirii unui diagnostic cert. Metodele de diagnostic au fost reprezentate de
teste imunocromatografice rapide, teste bacteriologice, serologice, imunoenzimatice si de
biologie moleculara.

La viteii cu diaree neonatald, Cryptosporidium parvum a fost cel mai frecvent
agent patogen detectat (17,53%), urmat de Clostridium perfringens (11,69%) si E.coli
factorul F5 (5,19%).

Mycoplasma bovis a fost cel mai frecvent agent patogen detectat din lavajul
bronhoalveolar de la viteii cu varsta de 2-3 luni, in 10% din cazuri ca agent patogen unic,
n 12,5% din cazuri in asociatie cu Pasteurella multocida si in 7,5% din cazuri in asociatie
cu Pasteurella multocida, Histophilus somni si Coronavirusul bovin. Coronavirusul
bovin a fost identificat doar Tn 5% din cazuri ca agent patogen unic, ih 10% in asociatie
cu Mycoplasma bovis si in 2,5% in asociatie cu Pasteurella multocida.

CAPITOLUL 8 evidentiaza ,JInfluenta consumului de colostru asupra
proteinelor serice totale la viteii nou-ndscuti’. Concentratiile de proteine serice totale in
raport cu varsta viteilor si consumul de colostru au prezentat modificari puternic
semnificative in prima saptimana de viata. Dintre proteinele serice totale, albumina a fost
cea mai proeminenta fractie proteica constituind, la nastere, 56,7% din totalul proteinelor
serice. Concentratia medie de y-globuline la nastere a fost de numai 0,24 g/1, dar a crescut
semnificativ la o zi dupa aportul de colostru la 35,10 g/l. Proteinele serice totale sunt
marcate si influentate semnificativ de vérsta, cresterea si dezvoltarea viteilor. In toate cele
6 fractiuni proteice au fost gasite schimbari variabile evaluate pe intreaga perioada de
studiu. Ele reflecta raspunsul viteilor nou-nascuti la aportul de colostru si la modificarile
mediului inconjurdtor 1n perioada neonatala.

CAPITOLUL 9 intitulat ,,Influenta consumului de colostru asupra lactoferinei
serice la viteii nou-ndscuti” a avut ca scop evaluarea variatiilor concentratiilor serice de
lactoferind in urma aportului de colostru si rolul lactoferinei in prevenirea bolilor
infectioase la vitei. Lactoferina din colostru si laptele bovin a devenit tot mai importanta
datoriti gamei variate de proprietiti biologice. In studiul de fati, concentratia medie a
lactoferinei serice in ziua 0 (2,68 pg/ml) a crescut de aproximativ 2 ori la o zi dupa aportul
de colostru (5,24 pg/ml). De asemenea, am observat ca nivelul concentratiilor serice de
lactoferind la viteii nou-ndscuti sunt dependente de concentratia de lactoferina din
colostrul ingerat si de cantitatea de colostru administrata. In studiul comparativ efectuat
pe 2 loturi de vitei care au primit colostru cu diferite cantitati de lactoferina, viteii din
lotul care a avut o concentratie mai mare de lactoferind colostrald, au avut de asemenea
valori mai ridicate ale lactoferinei serice.
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Studiile anterioare au indicat faptul ca lactoferina colostrala are un rol important
n imunitatea neonatala si ofera protectie impotriva bolilor. Tn urma studiului comparativ
a doua loturi de vitei care au primit colostru pe perioade diferite de timp, S-a observat ca
morbiditatea diareei clinice a fost mai mare in lotul 1, care a primit colostru doar la nastere
(26,6%), comparativ cu lotul 2 (20%), care a continuat sa primeasca colostru zilnic,
amestecat in laptele integral. De asemenea, durata medie a diareei la cazurile Tnregistrate
n lotul 1 a fost mai mare (3,5 zile) comparativ cu cea inregistrata in lotul 2 (2,8 zile), insa
diferentele nu au fost semnificative, durata totald a simptomelor clinice fiind in medie de
aproximativ 3 zile Tn ambele loturi. Durata tratamentului specific si nespecific aplicat a
avut variatii mai mari in lotul 1 (4-7 zile) fata de lotul 2 (3-5 zile).

CAPITOLUL 10 prezinta ,Influenta consumului de colostru asupra
haptoglobinei serice la viteii nou-ndscuti”’. Haptoglobina este 0 glicoproteina care are ca
functie principald legarea hemoglobinei libere din sange. Gruparea haptoglobina-
hemoglobina reduce si disponibilitatea reziduului de hem din cresterea bacteriand, prin
urmare, haptoglobina are o activitate antibacteriana indirecta. Pe 1anga numeroasele sale
functii biologice, haptoglobina este implicatd 1n raspunsurile de aparare ale gazdei la
infectie si inflamatie. La nou-ndscuti, sistemul imunitar este imatur si se presupune ca
productia endogena de haptoglobina (pe baza cercetarilor la oameni) este scazutad (Gruse
s.a., 2016).

Scopul acestui studiu a fost evaluarea variatiilor concentratiilor serice de
haptoglobina 1n urma aportului de colostru. Analiza statistica a rezultatelor obtinute a
aratat ca media concentratiei de haptoglobind a inregistrat valori mici la parturitie (2,03
ug/ml), care au crescut discret, dar semnificativ dupa administrarea colostrului (2,86
pg/ml).

Proteinele de fazd acutd sunt proteine plasmatice sintetizate de hepatocite ca
raspuns la stres, infectie, leziuni tisulare sau inflamatii. Pentru a testa aceasta ipoteza, am
analizat probele de sange ale unui esantion de 20 de vitei, in momentul episoadelor de
diaree si dupa vindecare. Concentratiile de haptoglobina serica au fost de 5,8 ori mai mari
la viteii cu diaree, cu o diferentda semnificativa statistic (p <0,001) intre viteii bolnavi si
viteii vindecati.

CAPITOLUL 11 cuprinde o serie de ,,Investigatii privind rdaspunsul imun al
viteilor in urma aplicarii unei scheme de imunizare activa”. Scopul acestui studiu a fost
evaluarea nivelului de anticorpi specifici anti-BoRV, anti-BoCV si anti-E.coli F5 (K99)
in serul vacilor gestante, in colostru si in serul viteilor nou-nascuti pentru a putea pune in
evidenta transferul imun pasiv. Raspunsurile imune au fost comparate pe baza titrurilor
de anticorpi (evaluate prin ELISA) evidentiate in probele analizate (digestive) in
efectivele de bovine.

In urma imunizarii active a vacilor in ultima perioadd de gestatie titrurile de
anticorpi specifici anti-rotavirus bovin, anti-coronavirus bovin si anti-E.coli F5 (K99) au
crescut semnificativ in lotul experimental fatd de lotul martor, atdt in serul vacilor
gestante, cat si in colostru, respectiv in serul viteilor nou-nascuti. Viteii sunt in totalitate
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dependenti de transferul pasiv al anticorpilor specifici prin intermediul colostrului,
intrucat in probele de ser recoltate inaintea administrarii colostrului nu s-a decelat
prezenta anticorpilor anti-rotavirus bovin, anti-coronavirus bovin sau anti-E.coli F5
(K99). In ceea ce priveste impactul vacindrii asupra patologiei infectioase la viteii sugari,
morbiditatea diareei clinice a fost mai mare in lotul de vitei nascuti din mame nevaccinate
(20%) comparativ cu lotul de vitei nascuti din mame vaccinate (13,6%), iar durata
tratamentului specific si nespecific aplicat a avut variatii mai mari in primul caz (3-7 zile).

CAPITOLUL 12, intitulat ,,Cercetari privind managementul colostrului gi
evaluarea transferului pasiv imun in ferme de vaci de lapte”, a avut ca scop formarea
unei imagini de ansamblu asupra metodelor de gestionare a colostrului Tn fermele de vaci
din Romania gi a avut ca obiectiv obtinerea informatiilor cat mai actuale despre recoltare,
manipulare, stocare si modul de administrare al colostrului la vitei, precum si importanta
acestor metode asupra stirii de sanitate a viteilor nou-niscuti. Intelegerea rolului
informatiilor in identificarea si imbunatatirea gestiondrii colostrului in ferme este un
domeniu cheie de interes in cercetarea bunastarii animalelor. Cresterea gradului de
constientizare si educare a fermierilor este direct proportionala cu imbunatatirea starii de
sanatate a efectivului de animale.

CAPITOLUL 13 prezinta succint un numar de 30 concluzii finale si
recomandari extrase din cercetarile intreprinse in prezenta teza de doctorat.

Referintele bibliografice insumeazd un numar de 221 titluri din literatura
nationald si internationald. De asemenea, in continutul tezei se regasesc rezultatele
cercetarilor proprii publicate in volume de lucrari stiintifice sustinute in cadrul
Simpozioanelor cu participare internationald organizate de Facultatea de Medicind
Veterinara lasi in perioada 2019-2020.
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ABSTRACT

Keywords: infectious diseases, colostrum, passive immunity, vaccination,
calves.

The doctoral thesis entitled "Considerations on the role of immune status in
the prevention of infectious diseases in calves" is structured, according to the rules in
force, in two main parts: the first part, entitled "Current state of knowledge" which
contains 35 pages and part 2, "Personal Research”, with a number of 125 pages.

The doctoral thesis has a total volume of 174 pages and is illustrated with 23
tables and 73 figures.

The first part "Current state of knowledge" contains 4 chapters that briefly
describe the data related to the physiology of the immune system of calves and the
influence of colostrum in the acquisition of passive immunity in newborn calves. This
section also summarizes notions of infectious pathology in the neonatal period, as well as
currently available data on the role of immune status in the prevention of infectious
diseases in calves. These data from the literature on the subject of the thesis were
subsequently used to interpret and compare the results obtained in the second part.

The second part "Personal Research™ is structured in 9 chapters, each
representing in detail the results obtained during the doctoral studies, the last of which
represents a synthesis of the final conclusions related to the research undertaken. Each
chapter of this part has in its composition subchapters in which the research material and
method are presented, the results obtained and the partial conclusions drawn from the
conduct of each study.

CHAPTER 5 describes “PhD thesis aim, objectives and the organizational
framework of the researches” of this doctoral thesis. The samples taken from the study
were collected from a dairy farm with an intensive breeding system in Iagi County. The
analyzes of the samples were performed in specialized laboratories in lasi and Bacau.
Also in this chapter are systematized the purpose and objectives of the doctoral thesis,
which is intended to be a comprehensive study on the influence of immune status on the
acquired resistance of newborn calves to neonatal diseases.

CHAPTER 6, entitled "Epidemiological, clinical and anatomopathological
investigations regarding the presence and prevalence of infections diseases in calves"
presents the results of an epidemiological investigation that was conducted during 3 years
of study, respectively in 2017-2019. The research aimed to identify infectious pathologies
that affect newborn calves and to establish morbidity and mortality rates in the calf
population studied.

The obtained results highlight the fact that, in the calf herd studied, the morbidity
registered a rate of 6.20%, and the lethality rate was 15.10%, with a mortality rate of
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0.94%. The morbidity of digestive diseases occupies the first place, with an average of
60.89%, being followed by respiratory diseases which register an average of 39.11%.

Depending on the age groups that showed interest in this epidemiological
investigation, we noticed that calves over 2 months of age were the most affected by
respiratory diseases, and calves aged 0-1 months were predominantly digestive.

CHAPTER 7 presents "Laboratory diagnostic in infectious diseases in calves"
in order to establish a definite diagnosis. The diagnostic methods were rapid immuno-
chromatographic tests, bacteriological, serological, enzyme-linked immunosorbent assays
and molecular biology techniques.

In calves with neonatal diarrhea, Cryptosporidium parvum was the most
commonly detected pathogen (17.53%), followed by Clostridium perfringens (11.69%)
and E.coli factor F5 (5.19%).

Mycoplasma bovis was the most common pathogen detected in bronchoalveolar
lavage in 2-3 month old calves, in 10% of cases as a single pathogen, in 12.5% of cases
in association with Pasteurella multocida and in 7, 5% of cases in association with
Pasteurella multocida, Histophilus somni and bovine coronavirus. Bovine coronavirus
was identified in only 5% of cases as a single pathogen, in 10% in association with
Mycoplasma bovis and in 2.5% in association with Pasteurella multocida.

CHAPTER 8 highlights "The Influence of colostrum consumption on total
serum protein in newborn calves". Total serum protein concentrations relative to calf
age and colostrum consumption showed strongly significant changes in the first week of
life. Of the total serum proteins, albumin was the most prominent protein fraction,
accounting for 56.7% of total serum proteins at birth. The average concentration of vy-
globulins at birth was only 0.24 g/, but increased significantly the day after the intake of
colostrum - 35.10 g/l. Total serum proteins are marked and significantly influenced by the
age, growth and development of calves. Variable changes evaluated over the entire study
period were found in all 6 protein fractions. They reflect the response of newborns to the
intake of colostrum and changes in the environment in the neonatal period.

CHAPTER 9, entitled “The influence of colostrum consumption on serum
lactoferrin in newborn calves” aimed to evaluate variations in serum lactoferrin
concentrations following colostrum intake and the role of lactoferrin in the prevention of
infectious diseases in calves. Lactoferrin from colostrum and bovine milk has become
increasingly important due to its wide range of biological properties. In the present study,
the mean serum lactoferrin concentration on day 0 (2.68 pg/ml) increased approximately
2 times a day after colostrum intake (5.24 pg/ml). We also observed that the levels of
serum lactoferrin concentrations in newborn calves are dependent on the concentration of
lactoferrin in the ingested colostrum and the amount of colostrum administered. In the
comparative study performed on 2 groups of calves that received colostrum with different
amounts of lactoferrin, the calves in the group that had a higher concentration of colostrum
lactoferrin also had higher serum lactoferrin values.
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Previous studies have shown that colostrum lactoferrin has an important role in
neonatal immunity and there is a possibility to provide protection against disease.
Following the comparative study of two groups of calves that received colostrum over
different periods of time, we observed that the morbidity of clinical diarrhea was higher
in group 1, which received colostrum only at birth (26.6%), compared to the group 2
(20%), which continued to receive colostrum daily, mixed in whole milk. Also, the mean
duration of diarrhea in the cases recorded in group 1 was longer (3.5 days) compared to
that recorded in group 2 (2.8 days), but the differences were not significant, the total
duration of clinical symptoms being on average about 3 days in both groups. The duration
of the specific and non-specific treatment applied had greater variations in group 1 (4-7
days) than in group 2 (3-5 days).

CHAPTER 10 presents "The influence of colostrum consumption on serum
haptoglobin in newborn calves". Haptoglobin is a glycoprotein whose main function is
to bind free hemoglobin in the blood. The haptoglobin-hemoglobin group also reduces
the availability of heme residue from bacterial growth, therefore haptoglobin has an
indirect antibacterial activity. In addition to its many biological functions, haptoglobin is
involved in the host's defense responses to infection and inflammation. In newborns, the
immune system is immature and endogenous haptoglobin production (based on research
in humans) is thought to be low (Gruse s.a., 2016).

The aim of this study was to evaluate changes in serum haptoglobin
concentrations following colostrum intake. The statistical analysis of the obtained results
showed that the average haptoglobin concentration registered low values at parturition
(2.03 pg/ml), which increased discreetly, but significantly after the administration of
colostrum (2.86 ug/ml).

Acute phase proteins are plasma proteins synthesized by hepatocytes in response
to stress, infection, tissue damage, or inflammation. To test this hypothesis, we analyzed
the blood samples of a sample of 20 calves, during the episodes of diarrhea and after
healing. Serum haptoglobin concentrations were 5.8-fold higher in calves with diarrhea,
with a statistically significant difference (p<0.001) between diseased calves and recovered
calves.

CHAPTER 11 contains a series of "Investigations regarding the immune
response of calves as a result of the application of an active immunization scheme ".
The aim of this study was to evaluate the level of specific anti-BoRV, anti-BoCV and
anti-E.coli F5 antibodies (K99) in the serum of pregnant cows, in colostrum and in the
serum of newborn calves in order to highlight the passive immune transfer. Immune
responses were compared based on antibody titers (evaluated by ELISA) found in the
analyzed samples in cattle.
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Following the active immunization of cows in the last gestation period, the
specific antibody titers anti-bovine rotavirus, anti-bovine coronavirus and anti-E.coli F5
(K99) increased significantly in the experimental group compared to the control group,
both in the serum of pregnant cows, as well as in colostrum, respectively in the serum of
newborn calves. Calves are totally dependent on the passive transfer of specific antibodies
via colostrum, as the presence of bovine anti-rotavirus, bovine anti-coronavirus or anti-
E.coli F5 (K99) antibodies was not detected in the serum samples collected prior to
colostrum. Regarding the impact of vaccination on infectious pathology in suffering
calves, the morbidity of clinical diarrhea was higher in the group of calves born from
unvaccinated dams (20%) compared to the group of calves born from vaccinated dams
(13.6%), and the duration of specific and non-specific treatment applied had larger
variations in the first case (3-7 days).

CHAPTER 12, entitled “Researches regarding colostrum management and
assessment of passive immune transfer in dairy farm”, aimed to form an overview of
colostrum management methods in cow farms in Romania and aimed at obtaining the
most up-to-date information on the collection, handling, storage and administration of
colostrum in calves, as well as the importance of these methods on the health of newborn
calves. Understanding the role of information in identifying and improving colostrum
management on farms is a key area of interest in animal welfare research. Increasing the
awareness and education of farmers is directly proportional to improving the health of
livestock.

CHAPTER 13 briefly presents a number of 30 final conclusions and
recommendations extracted from the research undertaken in this doctoral thesis.

The bibliographic references sum up a number of 221 titles from the national and
international literature. Also, in the content of the thesis are found the results of own
research published in volumes of scientific papers held at the Symposiums with
international participation organized by the Faculty of Veterinary Medicine lasi during
2019-2020.
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PARTEA I

STADIUL ACTUAL AL
CUNOASTERII



CAPITOLUL 1 - SISTEMUL IMUN AL VITEILOR NOU-
NASCUTI
CHAPTER 1 - THE IMMUNE SYSTEM OF NEWBORN CALVES

1.1. Dezvoltarea sistemului imun

Imunologia neonatald continua sa fie un domeniu activ de cercetare atit in
medicina umana, cit si in medicina veterinard. Metodele noi si avansate de evaluare a
statusului imun si a functiei imunologice sunt utilizate pe scara larga pentru a reevalua
unele dintre vechile teorii despre sistemul imun al animalelor nou-nascute.

Viteii se nasc agamaglobulinici, datoritd placentei sindesmocoriale Intalnite la
rumegdtoare, iar dobandirea imunitatii pasive se realizeaza in exclusivitate prin ingestia
si absorbtia unei cantitati adecvate de imunoglobuline colostrale. La nastere, iesirea din
mediul uterin steril expune nou-nascutii la conditii de mediu incarcate cu microorganisme
si, desi sunt capabili sd asigure un raspuns imun, viteii nou-ndscuti nu sunt considerati a
fi imunocompetenti (Fox s.a., 1987). Aceasta incapacitate de a initia un raspuns imun de
succes este atribuitad imaturitatii mecanismelor de protectie si timpului indelungat n
initierea si producerea mecanismelor necesare pentru generarea imunitatii umorale si
mediatd celular. Prin urmare, cu exceptia cazului in care se ofera protectia imunologica
maternd adecvata, viteii nou-nascuti au o probabilitate crescutd de a ceda chiar si la cele
mai inofensive infectii (Barrington, 2001).

Dezvoltarea sistemului imun al tuturor speciilor de mamifere incepe destul de
devreme 1n timpul gestatiei. Pe masura ce fatul creste, sistemul imunitar trece prin multe
modificari in timpul dezvoltirii si specializarii celulelor. Tn general, cu cat perioada de
gestatie este mai scurtd, cu atat sistemul imunitar este mai putin dezvoltat la nastere.
Raspunsul imun al viteilor la unii virusi poate fi evidentiat inca din a 70-a zi de gestatie,
iar din al treilea trimestru, pot raspunde imun la multe alte infectii.

Timusul poate fi observat la miei si vitei intre zilele 27 si 30 de gestatie. Din punct
de vedere al dezvoltarii, acesta atinge dimensiunea maxima aproape de mijlocul gestatiei
si scade apoi rapid dupa nastere. Regresia reala a timusului incepe in jurul pubertatii, iar
durata si viteza de regresie variaza in functie de practicile de crestere si de genetica. Pana
la primul ciclul de calduri, functia timusului ca glanda imuna dispare aproape complet
(Cortese, 2009). Celulele care se infiltreaza initial in timus sunt de origine necunoscuta,
dar dezvoltarea timica si diferentierea timocitelor in linii de celule T specifice apar in
timpul gestatiei. O parte din aceasta dezvoltare si diferentiere poate avea loc si in organele
limfoide secundare. In schimb, celulele B se dezvolt si se diferentiaza in maduva osoasi
fetala. Exista o crestere constanta a limfocitelor periferice pe tot parcursul gestatiei. Dintre
aceste limfocite fetale circulante cele mai multe sunt celule T. In acelasi timp, cu
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limfocitele se dezvolta la fat si alte populatii de celule albe circulante in sange (Cartwright
s.a, 2015).

Ficatul fetal la mamifere este locul ontogenezei sistemului imunitar (Davis,
1998). Celulele stem hematopoietice se deplaseaza din sacul vitelin Tn ficatul fetal la
inceputul dezvoltarii, la aproximativ 40 de zile de gestatie. La fetusul bovin, durata in care
ficatul este un organ hematopoietic si limfopoietic major nu este bine definita, dar la om
ficatul ramane un organ imun important pe tot parcursul gestatiei si ulterior, in perioada
postnatala (Robinson s.a., 2016). Producerea de celule stem hematopoietice fetale la
fetusii bovini ating nivelul maxim la 12-24 saptamani de gestatic (Morarie-Kane s.a.,
2018). Celulele imune imature ale ficatului, n special celulele Kupffer, sunt o parte
importanta din raspunsul imun al nou-nascutului. Celulele Kupffer, gasite in sinusoidele
hepatice, sunt prima populatie de macrofage cu care se intalnesc antigeni precum resturi
bacteriene, endotoxine si virusi din continutul digestiv (Fox s.a., 1987). Celulele Kupffer
sunt arbitrii supremi ai raspunsului imun in mediu hepatic. Ele prezinta masuri atat de
excitare cat si de tolerare in interactiunile lor cu leucocitele si sunt capabile sa secrete
mediatori inflamatori, inclusiv interleukina (IL)-1, IL-6, si factorul de necroza tumorala
(FNT) -a, precum si citokinele tolerogene precum IL-10 (Risalde s.a., 2011). Toleranta
este raspunsul predominant al ficatului, astfel incét sistemul imunitar sd nu reactioneze
necorespunzator la antigenii din continutul digestiv. Studiile anterioare au sugerat ca
raspunsul imun stabilit in ficat poate avea o influenta extinsa asupra raspunsului imun din
alte tesuturi (Knolle s.a., 2000). Toleranta imunad hepatica este interesanta Tn ceea ce
priveste infectia persistenta cu virusul diareei virale bovine, deoarece in cazul in care
celulele din ficatul fetal sunt infectate cu virusul transmis matern, acestea ar putea
prezenta antigene virale la limfocite Tn perioadele critice de dezvoltare (Smirnova s.a.,
2012).

La nastere, sistemul imunitar al viteilor nou-néscuti este functional, dar imatur
(Chase s.a., 2008). Organele limfoide primare si secundare sunt populate de celule care s-
au dezvoltat independent de stimularea antigenica, iar numarul de limfocite B circulante
este de aproximativ 30% din cel gésit la un adult. La vitei, numarul de limfocite B atinge
nivelul adultilor dupa aproximativ 20 de zile dupa nastere (Senogles s.a., 1978). Tn
general, imunoglobulinele produse de aceste celule apar in singe la citeva zile dupa
nastere. De exemplu, Intre varsta de 36 de ore si 3 sdptimani, productia endogenad de
imunoglobulind G1 (IgG1) este estimata la aproximativ 1 gram de 1gG1 pe zi. Desi exista
un numar mai mare de celule fagocitare la nou-nascuti, functia acestor celule este scazuta
(la vitei, aceste deficiente se intalnesc pana la varsta de 4 luni). Complementul variaza la
nastere intre 12% si 60% din nivelul obtinut la maturitate. La vitei, complementul nu
atinge nivelul adultilor pana la varsta de 6 luni.
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Exista o maturare lenta a sistemului imunitar la mamifere. Pe masura ce animalul
se apropie de maturitatea sexuald, sistemul imunitar se maturizeaza si el. La bovine, cea
mai mare parte a maturitatii sistemului imunitar se desfasoara la varsta de 5 pana la 8 luni
(Singh s.a., 2002). De exemplu, celulele T (celulele CD41, CD81 si TCRgd1) nu ating
nivelul maxim pand cand animalul are 8 luni (Hein s.a., 1994). Asta nu inseamna ca
sistemul imun al unui vitel tandr nu poate raspunde la antigeni, dar raspunsul este mai
slab, mai lent si mai usor de depasit (Elfstrand s.a., 2002). Tn toate scopurile practice,
aceastd imaturitate poate duce mai degraba la moderarea bolii decat la prevenirea
completa.

Productia endogena de Ig va fi initiatd deja de la varsta de aproximativ 36 de ore
si va fi de aproximativ 1g IgG/zi (Godden, 2008). in primele 3 saptimani, productia
endogend nu va fi cantitativ suficienta pentru a proteja vitelul de bolile infectioase si, prin
urmare, imunoglobulinele materne din colostru sustin vitelul in aceasta perioada (Earley
s.a., 1998). In jurul varstei de 3 saptimani, activitatea Ig colostrale va inceta si vitelul
trebuie sa se bazeze in totalitate pe Ig endogene, desi un sistem imunitar complet
functional nu va fi obtinut inainte de varsta de 1-2 luni. (Godden s.a., 2009)

Similar imunitatii umorale, imunitatea locala si mediata celular este deficitara la
viteii nou-nascuti. Imunitatea intestinala locala incepe in prima saptamana de viata, cand
celulele predominante producatoare de imunoglobulind produc imunoglobulind M pana
la 5 saptamani de viatd. Mai tarziu, apar celulele producitoare de imunoglobulind A si
predomina pana la varsta adulta (Husband s.a., 1980).

Viteii tineri au sistemul lor imunitar pe de o parte si incarcatura patogena pe de
alta. Cand sistemele sunt in echilibru, vitelul poate supravietui. Cand incarcatura patogena
devine mai mare, chiar si cu o imunitate puternica, sistemul nu este capabil sd o
manipuleze. De asemenea, cand sistemul imunitar devine deprimat din orice motiv -
deficienta de nutrienti, lipsa de colostru, vaccinare si stres meteorologic - nivelul
patogenului poate transforma un vitel sdndtos Tn unul grav bolnav. Noi trebuie sa
intelegem cat de competent este sistemul imunitar al vitelului si cum exprima raspunsurile
imune la diferiti agenti. Atunci vom putea proiecta programe care folosesc produse
specifice acestor probleme (Fuhrmann s.a., 1989).

1.2. Transferul pasiv de imunoglobuline la viteii nou-nascuti

Transferul imunoglobulinelor din colostrul ingerat in circulatia vitelului are loc
prin transportul proteinelor mari prin epiteliul absorbant al intestinului subtire (Dewell
s.a., 2006). Termenul ,,intestin deschis” se refera la capacitatea unica a enterocitului
vitelului nou-niscut de a absorbi nonselectiv macromoleculele intacte, printre care si
imunoglobulinele, prin procesul de pinocitoza (Mann s.a., 2016). Moleculele de Ig sunt
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transportate 1n celuld si eliberate 1n sistemul limfatic prin exocitoza, dupa care patrund in
sistemul circulator prin conducta toracica (Staley s.a., 1972).

Ingestia colostrului ar trebui sd aiba loc, de preferinta, cat mai curand posibil dupa
nastere, deoarece cresterea rapida postnatala a intestinului duce la inlocuirea enterocitelor
de tip fetal cu enterocite de tip adult. Aceastd dezvoltare contribuie la Inchiderea
intestinului si la incetarea absorbtiei macromoleculelor din intestin Tn sdnge dupa 12 ore,
cu un timp mediu de inchidere de 24 ore dupa nastere (Morrill s.a., 2012). Dupa inchiderea
intestinului, imunoglobulinele au inca un efect important de protectie enterica locala, dar
nu vor mai intra in circulatia sistemica a vitelului (Butler s.a., 2009).

Perioada colostrald reprezintd un moment important in transferul imunitatii
pasive de la vaca la vitel. Modul cum este administrat colostrul, calitatea si cantitatea
acestuia, cat si momentul in care acesta se administreaza, sunt cei mai importanti factori
de care depinde obtinerea unei imunitati solide a nou-nascutului si implicit o protectie
eficientd Tmpotriva bolilor neonatale (Mayasari s.a., 2015).

Asigurarea unei mase adecvate de imunoglobuline din colostrul matern, in special
IgG, este definita ca o concentratie de IgG serica de >10 g/l la vitei nou-nascuti in primele
24 de ore de viata si este esentiala pentru a reduce riscul de esec al transferului pasiv al
imunitatii (Godden s.a., 2008). Reusita transferului pasiv este direct proportionala cu
volumul si concentratia in IgG a colostrului ingerat. Concentratia de IgG serica absorbita
este influentatd de factori precum: capacitatea viteilor de a o absorbi, miscarea IgG
absorbita din circulatie in compartimentele extravasculare si metabolizarea IgG circulante
(Razzaque s.a., 2009). Acesti factori diferiti sunt calculati colectiv ca o eficienta aparenta
a absorbtiei, care reprezinta un indice al masei de IgG circulanta raportatd la masa de 19G
ingeratd (Quigley s.a., 2002).

Absorbtia inadecvata a imunoglobulinelor colostrale in primele ore de viata a
vitelului determina un transfer imun pasiv deficitar, ceea ce conduce la un risc crescut de
mortalitate si la sciderea sanatatii si longevitatii (Mee, 2008). in functie de managementul
perioadei neonatale si de sistemele de crestere a animalelor, prevalenta deficitului de
absorbtie a imunoglobulinelor colostrale este raportata la 20-40% din viteii nou-nascuti.
Mortalitatatea, in aceste cazuri, a fost raportata ca variind de la 8 1a 25% (Novo s.a., 2017).
Nivelul ridicat de mortalitate neonatala si dovezile privind persistenta esecului
transferului inunitatii pasive la vitei, indica faptul ca prea multi vitei consuma prea putina
IgG din colostru sau nu sunt in masura sa o absoarba in mod eficient (Godden s.a., 2008).
Esecul transferului pasiv este suspectat a fi o problema larg raspéandita in randul
efectivelor de vaci de lapte (Weaver s.a., 2000) si joaca un rol major in complexul unei
rate ridicate a mortalitatii.

Asigurarea unui aport necesar de colostru in timp util este o parte importanta in
obtinerea unui start bun in cresterea viitorului vitel (Godden, 2009). Desi s-au inregistrat
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progrese in ultimii 15 ani, aproximativ unul din cinci vitei inca se confrunta cu esecul
transferului pasiv (NAHMS, 2010). Studiile au aratat ca esecul transferului pasiv creste
morbiditatea si mortalitatea viteilor, reduce viteza de crestere si scade rata de productie la
prima si a doua lactatie la vacile de lapte.

Prevenirea bolilor este, desigur, preferata tratamentului. O cheie pentru prevenire,
conform unora, este de a mentine lucrurile simple sau cat mai naturale posibil. Dar, in
natura sau in salbaticie, bolile nou-nascutilor cauzeaza adesea rate de pierdere care ar fi
neprofitabile pentru producétorii de animale (Wells s.a., 1996).

Trei factori sunt extrem de importanti in aprecierea daca un vitel ramane sanatos
sau supravietuieste unei boli:

1) Valoarea imunitatii pe care vitelul o primeste prin colostru.
2) Tipul si cantitatea de agenti infectiosi din mediul inconjurator al vitelului.
3) Stresul, un factor care faciliteaza sau incurajeaza instalarea bolii (Wilde, 2009).

Mortalitatea viteilor este o problemd crescandd in industriile lactate la nivel
international. Factorii multipli de gestionare a efectivului contribuie la astfel de pierderi.
Studiile au aratat ca existd factori care diferd intre efectivele cu mortalitate ridicata si
mica, printre acestia amintind indicii de reproductie, nutritie, sdnitate si management ca
avand un rol important (Windeyer s.a., 2014). S-a ajuns la concluzia cd managementul
perioadei perinatale pare a fi cea mai importanta zona de ingrijorare la efectivele cu
mortalitate neonatald ridicata (Wilde, 2009). Acest lucru indica faptul ca fermierii si
veterinarii trebuie sd se concentreze asupra managementului vacilor in perioada de
gestatie si a noilor ndscuti atunci cand investigheaza astfel de probleme si cand incearca
sd reduca pierderile 1n efectivele cu rate ridicate de mortalitate neonatala.

1.3. Factorii care influenteaza absorbtia imunoglobulinelor la vitei

Probabilitatea ca viteii sd asimileze cantititile de anticorpi necesare prin
consumul de colostru depinde de patru factori importanti:

1) Calitatea colostrului — un colostru de calitate are o concentratie de IgG de cel
putin 50 g/1.

2) Cantitatea de colostru ingerata - viteii trebuie sa primeasca un minim de 100g de
IgG si, in mod ideal, 150g. Tindndu-se cont de variabilitatea calitatii colostrului,
se recomandd administrarea a aproximativ 4 litri de colostru.

3) Timpul - colostrul ar trebui sa fie administrat cat mai curand posibil dupa nastere,
preferabil in decurs de 1 pana la maxim 2 ore.

4) lgiena - trebuie utilizata o igiend adecvatd la colectarea si la manipularea
colostrului pentru a reduce cat de mult posibil contaminarea bacteriana. In plus,
daci colostrul nu este administrat Tn decurs de 1-2 ore de la colectare, acesta ar
trebui sa fie refrigerat sau congelat (NAHMS, 2010).
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Alti factorii care afecteaza absorbtia moleculelor de Ig in circulatie includ starea
metabolica a vitelului, rasa, factori ce tin de mama precum: varsta, durata perioadei de
repaos mamar, furajarea in perioada de repaos mamar, sezonul fatdrii, vaccinarea, etc.
(Godden, 2008; 2009).

Calitatea colostrului

Colostrul contine un spectru larg de componente imune si nutritionale importante,
insd concentratia de IgG a fost considerata parametrul cel mai relevant in evaluarea
calitatii colostrului. Colostru de calitate inalta contine de titruri de IgG mai mari de 50 g/I
(Godden s.a., 2008). insa titrurile de IgG colostrala pot varia dramatic de la o vaci la alta.
Intr-un studiu observational care a testat 2253 de probe de colostru din 104 ferme din 13
state, nivelul mediu de 1gG colostrala a fost de 74,2 g/l, variind de la 24,9 la 130,2 g/l. Un
total de 77,4% din probe au avut colostru de calitate inalta (Shivley, 2018).

La viteii nou-ndscuti functioneazd numai abomasul, care, desi reprezinta circa
50% din volumul total al stomacului, are capacitate redusa. Stabilirea cantitatii de colostru
care intrd in ratia viteilor i a numarului de administrari trebuie sa {ina cont de acest aspect.

Se recomanda ca prima doza de colostru administrata viteilor sa fie echivalenta
cu 10% pana la 12% din greutatea lor corporala (respectiv 3-4 | pentru un vitel Holstein).
Pentru a obtine un transfer pasiv adecvat de imunoglobuline, la 24 de ore dupa fatare serul
viteilor trebuie sa aibd o concentratie de 10 mg/ml IgG (Godden s.a., 2008).

Tntr-un studiu realizat de Morin s.a., 1997, nivelul seric mediu de 1gG la 24 de ore
a fost semnificativ mai mare la viteii hraniti cu 4 1 de colostru la 0 ore de viata si cu inca
2 11a 12 ore (IgG serica 31,1 g/l) comparativ cu viteii care au primit doar 2 1 de colostru
de Tnalta calitate la 0 ore si inca 2 1 la 12 ore (1gG serica 23,5 g/1). Un alt studiu a raportat
ca viteii din rasa Bruna Elvetiana care au primit 3,8 1 de colostru (vs. 1,9 1) la prima hranire
au Inregistrat rate medii semnificativ mai mari in sporul mediu zilnic si niveluri mai mari
in productia de lapte atat in prima, cat si in a doua lactatie (Faber s.a., 2005).

Absorbtia macromoleculelor are loc intr-o perioada limitata de timp. Lipsa
colostrului in primele 24 de ore de viata determina reducerea IgG, a B-carotenului si a
vitaminei A, a raportului glutamina/glutamat, a aminoacizilor esentiali si a acizilor grasi,
status care persista timp de cateva saptamani (Alberghina s.a., 2011).

Tntr-un studiu randomizat pe vitei nou-nascuti care au primit o doz de colostru
cu aproximativ 200 g de IgG, in timpi diferiti, eficientd mai mare de absorbtie si nivelurile
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maxime de IgG serice au fost atinse la viteii hraniti la 45 de minute de la fatare, comparativ
cu viteii hraniti la 6 ore sau 12 ore (Fisher s.a., 2018).

Popularea microbiana a intestinului poate fi de asemenea implicata in reducerea
absorbtiei dupa fatare. Tractul digestiv al nou-nascutului este steril la fatare, iar dupa
cateva ore incepe sa fie colonizat cu bacterii din mediul inconjurator. Administrarea mai
rapida a colostrului duce la o colonizare bacteriand mai rapida a intestinului cu organisme
benefice precum Bifidobacterium spp. (Fisher s.a., 2018). Logan s.a.,1977, au evidentiat
faptul ca in lotul care a fost expus la infectia cu E. coli si apoi a primit colostru,
mortalitatea a fost de 75%, fatd de lotul care a primit colostru, apoi a fost infectat cu E.
coli si nu s-a imbolnavit. Astfel, consumul timpuriu de colostru previne septicemia prin
reducerea colonizarii si a absorbtiei bacteriilor enterice patogene. De asemenea, Ig care
raman dupa consumul colostrului in lumenul intestinal asigura o imunitate locala fata de
infectiile virale (Mcvicker s.a., 2002).

Se recomanda ca prima doza de colostru administrata viteilor sa fie in termen de
1 pana la maxim 2 ore dupa nastere, dar Chigerwe s.a. (2009) au constatat ca viteii hraniti
imediat dupa fatare consuma o cantitate mai mica de colostru fata de viteii care sunt lasati
sa se aclimatizeze cateva ore. Autorii au evidentiat ca abilitatea de absorbtie a viteilor este
aceeasi in primele 4 ore dupa fatare, iar concentratia serica de IgG, la 48 de ore, nu a fost
modificatd. Timpul optim la care trebuie administratd a doua dozd de colostru s-a

semnificativ dupa acest interval de timp.

Metoda de administrare a colostrului

Permisul suptului direct de la vacd este abordarea cel mai putin preferatd,
deoarece intarzierile in aldptare si faptul ca nu se poate controla calitatea si volumul de
colostru ingerat pot duce la rate mai mari de esec al transferului pasiv. Aproape 9 din 10
fermieri au lasat viteii sd sugd direct de la mama lor, astfel cd 1 din 10 vitei a murit
(NAHMS, 2008). Chiar daca prezenta mamei ajuta la absorbtia Ig din colostru, vitei care
au fost lasati sa suga fie au ingerat un volum inadecvat de colostru fie au ingerat colostru
contaminat cu agenti patogeni, ceea ce a crescut riscul de a fi afectati de bolile neonatale
(Svensson s.a., 2006).

Administrarea artificiald a colostrului insa este folosita la scara larga in industria
zootehnica moderna. In SUA, cea mai frecventd metoda de administrare a colostrului este
cea la tetind sau la géleatd (59,2%), comparativ cu metoda folosirii sondei esofagiene
(4,3%). Un dezavantaj al administrarii cu tetina este durata mai mare de timp (minim 15
minute/vitel), dar este mai frecventa deoarece nu necesita personal calificat (McGuirk s.a.,
2004). Comparand trei metode de administrare a colostrului, cercetitorii au observat ca
procentul cel mai mare de esec in transferul pasiv de imunoglobuline a fost de la viteii
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care au fost l1asati sd suga la mama (61,4%) fata de 19,3% la cei care au fost hraniti cu
tetina si 10,8% la viteii care au primit colostru cu tubul esofagian (Faber s.a., 2005).

Desi colostrul furnizeaza vitelului imunoglobuline si alti factori imuni, poate fi,
de asemenea, un drum cétre transmiterea bolilor de la vaca la vitel. Deoarece multi dintre
agentii patogeni implicati in bolile neonatale la vitei sunt purtati si eliminati de catre vaci,
acestia se vor afla In doze mari in mediul inconjurator al vitelului atunci cand este néscut,
mai ales dacd vacile sunt adapostite Intr-o zona comuna care serveste ca maternitate.
Pentru a evita aceste situatii, se recomanda separarea vitelului de vaca imediat dupa fatare
si administrarea artificiald a colostrului cu ustensile corect igienizate in prealabil
(McMartin s.a., 2006).

Un protocol bun de gestionare a colostrului ar trebui, de asemenea, sa evite
contaminarea, deoarece bacteriile din colostru pot interfera cu absorbtia pasiva a
anticorpilor colostali in circulatia gazdei.

Colostrul si laptele pot contine agenti patogeni precum Mycobacterium avium
ssp. paratuberculosis, Mycoplasma spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli si
Salmonella enteritidis (Velescu, 2002). Din fericire, pasteurizarea este o modalitate buna
de a reduce incarcatura bacteriand din colostru, dar tratamentul termic trebuie s evite
denaturarea si cresterea vascozitatii acestuia (NAHMS, 2008). Studiile anterioare au
observat cd protocolul conventional de pasteurizare pentru lapte poate modifica
caracteristicile colostrului (Godden s.a., 2003). S-a stabilit ca incilzirea colostrului la
60°C timp de 30 pand la 60 de minute poate fi un bun tratament pentru mentinerea calitatii
colostrului (McMartin s.a., 2006; Elizondo-Salazar s.a., 2010) si reduce semnificativ
agentii patogeni importanti care il pot contamina.
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CAPITOLUL 2 — INFLUENTA COLOSTRULUI ASUPRA
STATUSULUI IMUN AL VITEILOR NOU - NASCUTI
CHAPTER 2 - THE INFLUENCE OF THE COLOSTRUM ON THE
IMMUNE STATUS OF NEWBORN CALVES

Colostru ofera nutrientii esentiali si protectia imunologica necesara supravietuirii
si dezvoltarii unui nou-nascut. La rumegatoare, specie la care nu are loc un schimb de
factori imuni in utero, colostrul si capacitatea intestinului nou-nascutului de a permite
trecerea nerestrictionata a moleculelor mari de imunoglobuline, ofera vitelului o imunitate
pasiva (Godden, 2008; Elsohaby s.a., 2019).

2.1. Colostrogeneza

Colostrogeneza cuprinde transferul prepartum al imunoglobulinelor din serul
matern in secretiile glandei mamare. Procesul incepe cu cateva saptdmani inainte de fatare
si inceteazd in momentul fatarii sub influenta modificarilor expresiei hormonale
(Barrington s.a., 2001; Baumrucker s.a., 2016).

Imunoglobulinele din secretiile mamare provin fie din serul matern, fie sunt
produse local in glanda mamara. Cantitati mici de Ig din clasele IgA si IgM sunt produse
de plasmocite adiacente epiteliului secretor in timp ce clasa principala de imunoglobulina
bovina, IgG, apare din fluxul sanguin (Baumrucker s.a., 2016).

Transferul de IgG de la serul matern la secretiile lactate este facilitat de receptorii
epiteliali secretori ai glandei mamare. Cea mai abundenta clasd de imunoglobulina din
colostru si laptele bovin este IgG1 (Barrington s.a., 2001). in schimb, IgA si IgM sunt
prezente la concentratii mult reduse in colostru si lapte bovine (Tabelul 2.1). IgG1 este
captatd din fluidul extracelular de catre un receptor specific pentru IgG1 care determina o
crestere de 5-10 ori a concentratiei in colostru comparativ cu concentratia din serul matern
(Barrington s.a., 2001). Tn timpul colostrogenezei, pani la 500 g/sdptimana de IgG1 sunt
transferate in secretia mamara, ceea ce reprezintd aproximativ 85% din continutul total de
imunoglobulind din colostru (Larson s.a., 1980). Datorita abundentei sale ridicate, IgG1
este adesea folosita ca un marker al eficacitatii procesului de transfer pasiv.

Marea majoritate a imunoglobulinelor patrund in colostru si lapte printr-un sistem
selectiv - cale intracelulard mediata de receptor, doar o cantitate mica de imunoglobuline
poate patrunde direct din serul sanguin prin calea paracelulara ca urmare a unor ,,scurgeri”
din jonctiunile intercelulare (Lacy-Hulbert s.a., 1999). Aceste imunoglobuline pot fi
derivate din sange sau produse in situ de celule plasmatice intramamare. Prezenta unui
receptor 1gG specific (receptor Fc neonatal) in celulele epiteliale mamare a fost raportata
la mai multe mamifere (Schnulle si Hurley, 2003). Recent, Mayer s.a. (2005) au aratat ca
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acest receptor joacd un rol activ in transportul IgG in glanda mamara bovind care
alapteaza.

IgA gasita in colostrul si laptele bovin este produsa de plasmocite intramamare
rezidente. Aceste celule plasmatice circuld catre glanda mamard prin sange, unde
absorbtia lor este mediatd de chimiochine produse local (Wilson si Butcher, 2004).
Translocarea IgA pe celulele epiteliale mamare este facilitata de receptorul polimeric al
imunoglobulinei exprimat pe epiteliul mucoasei. In partea apicala a celulelor epiteliale
mamare, receptorul polimeric al imunoglobulinei este clivat si IgA este eliberata n
lumenul alveolar impreuna cu o portiune de receptor polimeric, component secretor.
Exprimarea si reglarea receptorilor implicati in transportul mamar al IgG si IgA la
rumegatoare par a fi reglementate de modificari endocrine in timpul nasterii (Barrington
s.a., 2001).

Componenta secretorie polipeptidica Tnalt glicozilata este un alt factor imunitar
prezent in colostru si lapte care interactioneazd cu sistemul imunitar adaptativ.
Componenta secretorie derivatd dintr-o portiune a receptorului IgA nu numai ca
imbunatateste functionalitatea IgA atunci cand este atasatd la IgA (Phalipon s.a., 2002),
dar poate avea proprietati protectoare directe. Motegi si Kita (1998) au aratat ca aceasta
componenta secretorie a imbunatatit functia efectoare a eozinofilelor, indicand un posibil
rol in reglarea inflamatiei tesutului mucoasei. Mai mult decat atat, componenta secretorie
poate actiona ca un eliminator microbian. Izolata din colostrul uman, s-a demonstrat ca
aceasta componenta secretorie leaga Escherichia coli enteropatogena, protejand celulele
epiteliale de invazia si aderenta bacteriana (Perrier s.a., 2006).

Componente imune legate de sistemul imunitar innascut au fost identificate ntr-
0 mare varietate in colostru si lapte. Acestea includ neutrofile, macrofage, complement,
oligozaharide, gangliozide, specii reactive de oxigen, proteine de faza acutd
(haptoglobina), factori imunomodulatori (incluzdnd multe citokine pro- si
antiinflamatorii), ribonucleaze si o serie de peptide si proteine cu activitate antimicrobiana
directa (Leitner s.a., 2008).

Epiteliul mamar bovin in sine joacd, de asemenea, un rol activ in apararea gazdei
si sintetizeaza mai multi factori imuni innascuti, cum ar fi lactoferina (Sanchez s.a., 1992),
B-defensina (Swanson s.a., 2004) si proteina de legare a lipopolizaharidelor (Miles, 2004).
Mai mult, in componenta membranelor care inconjoara globulele de grasime din lapte
secretate de celulele epiteliale mamare contin multe peptide, proteine si lipide care sunt
implicate in apararea gazdei (Smolenski s.a., 2007). Componentele cheie ale membranei
globulelor de grasime din lapte, cum ar fi xantinoxidaza si sfingolipidele, au activitate
antibacteriana impotriva unei game largi de bacterii (Hancock s.a., 2002).
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2.2. Compozitia imunologica a colostrului bovin

Colostrul bovin consta dintr-un amestec de secretii lactate si constituenti ai
serului sangvin, n special imunoglobuline si alte proteine serice, care se acumuleaza in
glanda mamara in perioada prepartum. Alti constituenti importanti ai colostrului includ
leucocitele materne, factorii de crestere, hormonii, factorii antimicrobieni nespecifici ai
citokinelor si nutrientii (Godden, 2019). Concentratiile multora dintre aceste componente
sunt mai mari in primele secretii recoltate dupa fatare (primul colostru muls), apoi scad
constant la urmatoarele 6 mulsori (lapte de tranzitie) pentru a atinge concentratiile mai
mici masurate in mod obisnuit in laptele integral (tabel 2.1).

Tabel 2.1/ Table 2.1
Principalii constituenti din colostru si laptele de vaca (Godden 2019)
The main constituents of colostrum and cow's milk (Godden, 2019)

Colostru Lapte de tranzitie Lapte
_ integral
Parametri Zile de la fatare
1 2 3 >3
Densitate 1,056 1,040 1,035 1,032
Substanta uscata (%) 23,9 17,9 14,1 12,9
Grasime (%) 6,7 54 3,9 4,0
Proteine totale (%) 14,0 8,4 51 3,1
Cazeina (%) 4,8 4,3 3,8 2,5
Albumina (%) 6,0 4,2 2,4 0,5
Imunoglobuline (%) 6,0 4,2 2,4 0,09
1gG (g/100 ml) 3.2 2,5 15 0,06
Lactoza (%) 2,7 3,9 4,4 5,0
IgG-1 (mg/l) 341 242 144 15
Insulina (mg/l) 65,9 34,8 15,8 11
Calciu (%) 0,26 0,15 0,15 0,13
Magneziu (%) 0,04 0,01 0,01 0,01
Potasiu (%) 0,14 0,13 0,14 0,15
Sodiu (%) 0,07 0,05 0,05 0,04
Clor (%) 0,12 0,1 0,1 0,07
Zinc (mg/100 ml) 1,22 — 0,62 0,3
Fier (mg/100 g) 0,20 — — 0,05
Cupru (mg/100 g) 0,06 — — 0,01
Vitamina A (mg/100 ml) 295 190 113 34
Vitamina D (Ul/g fat) 0,89-1,81 — — 0,41
Vitamina E 84 76 56 15
(mg/g)
Tiamine (mg/ml) 0,58 — 0,59 0,38
Riboflavina (mg/ml) 4,83 2,71 1,85 1,47
Vitamina B;, (mg/100 ml) 49 — 2,5 0,6
Acid folic (mg/100 ml) 0,8 — 0,2 0,2
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Un nivel minim de 50g de Ig (g/1) a fost sugerat a fi valoarea prag pentru colostrul
de nalta calitate. Nivelul de imunoglobuline indicat in tabelul 2.1 este o medie, dar in
realitate nivelul de Ig prezinta variatii uriase in colostrul vacilor (Gulliksen s.a., 2008).

Aceasta recomandare se bazeaza pe studii care aratd rate semnificativ mai mari
de concentratii inadecvate de Ig serice la viteii care primesc colostru cu continut de 1gG
sub aceasta limita (Bielmann s.a., 2010).

Butler (1969) a descris cinci clase de Ig in colostrul bovin, IgG1, 19gG2, IgM, IgA
si IgE. Distributia colostrala a acestora este de aproximativ 85-90% IgG, 7% IgM si
aproximativ 5% IgA, in timp ce 1gG1 reprezinta aproximativ 80 pana la 90% din totalul
IgG. IgE este prezenta si ea in colostru, dar in cantitati foarte mici.

Functia imunologicad a imunoglobulinelor este cuprinzatoare si depinde de clasa.
IgG si IgM au o serie de functii printre care activarea reactiilor bacteriolitice este cea mai
importanta (Butler, 1969). De asemeneca, ele sporesc recunoasterea si fagocitoza
bacteriilor de catre leucocite. IgM este considerata a fi mai eficienta decat IgG in functiile
mentionate, dar este prezenta in cantitati mai mici (Carp-Carare, 2002). Desi este prezenta
in cantitdti si mai mici, IgA exercitd o protectie locala importanta Tmpotriva tulburarilor
de la nivelul intestinului prin prevenirea aderentei bacteriilor enteropatogene la celulele
epiteliale ale mucoaseiin plus, ea neutralizeaza virusii si toxinele bacteriene si aglutineaz
antigenele. Desi nu este bine inteles, transferul colostral de IgE apare si poate fi important
in asigurarea unei protectii timpurii impotriva parazitilor intestinali (Chase s.a., 2008).

Dupa absorbtia 1n circulatia vitelului, durata imunitatii pasive este foarte variabila
si depinde in mare masura de cantitatea totala de Ig consumata si absorbita in primele 24
de ore de viata (Godden, 2009). Rata de descompunere a anticorpilor colostrali poate fi
influentata de mai multi factori, inclusiv infectii virale active sau vaccinare.

Leucocitele colostrale

Leucocitele colostrale includ macrofage, limfocite T si B si neutrofile. La bovine,
neutrofilele predomind in timpul inflamatiei timpurii, In timp ce macrofagele si
limfocitele (celule mononucleare) sunt populatia majora de celule din colostrul si laptele
provenit din glanda mamara sdnatoasa (Larson, 1980; Wheeler, 2007). S-a sugerat ca rolul
lor functional este de a imbunatati raspunsul limfocitelor la mitogeni nespecifici, de a
creste fagocitoza si capacitatea de a ucide bacteriile si de a stimula raspunsul imun umoral
(Donovan s.a., 1998).

Administrarea colostrului cu leucocite materne a fost asociata la nou-nascuti cu
raspunsuri imune modificate (Langel s.a., 2015). Celule mononucleare din séngele viteilor
care au consumat colostru cu leucocite materne au dezvoltat capacitatea de activare a
raspunsurilor imune mediate celular pana la varsta de 1 saptamana, comparativ cu varsta
de 3 sdptamani in cazul viteilor care au consumat colostru fard leucocite (Reber s.a.,
2005).
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Atat congelarea, cat si tratamentul termic al colostrului ucid majoritatea, daca nu
chiar toate leucocitele colostrale (Godden, 2008). Diferente semnificative in procentul si
gradul de activare a celulelor mononucleare din sange au fost obtinute intre viteii care
primesc colostru contindnd leucocite materne, comparativ cu viteii care au consumat
colostru matern fara leucocite sau colostru inghetat (Reber s.a., 2005, Langel s.a., 2015).
Celule mononucleare din sangele viteilor de o zi care au consumat colostru cu leucocitele
materne au fost semnificativ mai receptive la virusul diareei virale bovine, comparativ cu
viteii de o zi care au primit colostru inghetat sau colostru fara leucocite (Donovan s.a.,
2007).

Desi cercetarile actuale nu au evaluat gradul de diferenta intre raspunsurile induse
de leucocitele colostrale din colostrul mamei unui vitel versus leucocite colostrale de la o
alta mama, studiile realizate la purcei sugereaza ca efectele leucocitelor colostrale asupra
imunitatii mediate de celulele neonatale sunt mai mari atunci cand colostrul contine
leucocite de la mama naturala a nou-nascutului (Bandrick s.a., 2014).

Tn ceea ce priveste efectul leucocitelor colostrale asupra raspunsurilor la vaccin,
Meganck s.a., 2016, au evaluat raspunsurile umorale si mediate celular la tetanos. Studiul
comparativ s-a realizat intre viteii vaccinati la varsta de 2, 5 sau 10 zile, care au primit zer
colostral combinat cu leucocite materne adaugate si viteii hraniti numai cu zer colostral.
Rezultatele au sugerat ca leucocitele colostrale au influentat atat raspunsurile mediate de
celulele specifice anatoxinei tetanice, cat si raspunsurile umorale la vitei, iar efectele
masurate au variat substantial pentru viteii vaccinati la varsta de 2, 5 respectiv 10 zile.

Nutrienti si factori nonnutritivi

______ i e e e

Colostrul contine cantitati mari de nutrienti si factori biologici activi non-nutritivi
care stimuleaza maturarea si functionarea tractului gastrointestinal neonatal.

Continutul total de substanta uscatd (%) Tn colostrul si laptele integral la vacile
Holstein a fost in medie de 23,9%, respectiv 12,9% (tabelul 2.1). O mare parte din
cresterea solidelor din colostru este atribuita unei cresteri de peste 4 ori a continutului de
proteine comparativ cu laptele, acest lucru fiind cauzat de cresteri semnificative ale
continutului de Ig si cazeina. Continutul de grasime bruta al primului colostru la vacile
Holstein (6,7%) este, de asemenea, semnificativ mai mare decét in lapte (3,6%). Energia
din grasimi si lactoza din colostru este esentiald pentru termogeneza si reglarea
temperaturii corpului.

Asa cum se observa in tabelul 2.1, continutul multor constituenti prezenti si in
laptele integral, respectiv anumite vitamine si minerale, se gasesc, de asemenea in
concentratii crescute in colostru bovin.

Factorii non-nutritivi care se gasesc n niveluri crescute in colostru includ, dar nu
sunt limitati la factori de crestere, hormoni, citokine si factori antimicrobieni nespecifici.
Inhibitorul tripsinei, un compus gasit in colostru in concentratii de aproape 100 de ori mai
mare decat n lapte, serveste la protejarea imunoglobulinelor si a altor proteine de
degradarea proteolitica din intestinul vitelului nou-nascut (Fischer s.a., 2018).

35



Componentele bioactive cu activitate antimicrobiana includ lactoferina, lizozima
si lactoperoxidaza (Elfstrand s.a., 2002). Oligozaharidele pot oferi protectie impotriva
agentilor patogeni actiondnd ca inhibitori competitivi pentru locurile de legare de pe
suprafetele epiteliale ale intestinului. De asemenea, s-a sugerat ca anumite oligozaharide
din colostru pot contribui la dezvoltarea microbiomului intestinal servind ca substrat
pentru microorganisme benefice precum Bifidobacterium spp, desi aceastd ipoteza
necesita un studiu mai aprofundat (Fischer s.a., 2018).

Factorii de crestere din colostrul bovin includ factorul de crestere beta-2
transformant, hormonul de crestere si insulina. Factorii de crestere colostrali insulin-like
I si IT pot fi cheia in reglementarea dezvoltarii tractului intestinal al viteilor nou - nascuti,
inclusiv prin stimularea cresterii mucoasei, sinteza ADN-ului intestinal si cresterea in
dimensiuni a vililor intestinali, rezultand o capacitate de absorbtie sporita (Hammon s.a.,
2013).

Un alt factor interesant si potential benefic gasit n titruri ridicate in colostru este
microARN (miARN). MiARN-urile sunt molecule de ARN scurte, necodificate, care pot
regla expresia genelor la nivel posttranscriptional si ar putea fi 0 posibilda metoda de
semnalizare postnatald de la mama la nou-nascut. Cu toate ca sunt necesare studii pentru
a descrie semnificatia lor functionala la vitei, cercetarile timpurii la alte specii sugereaza
cd, odata absorbite de nou-nascuti, miARN-urile din colostru pot fi importante in
diferentierea si dezvoltarea functionala a epiteliului intestinal si ar putea juca, de
asemenea, un rol important in maturarea sistemul imunitar al nou-nascutilor (Izumi s.a.,
2014; Chen s.a., 2016).

Acesti nutrienti si factori non-nutritivi, alaturi de beneficiile imunoglobulinelor,
pot contribui pe termen scurt si lung, la imbunétitirea ratei de crestere, varsta redusa la
prima fatare, cresterea productiei de lapte in prima si a doua lactatie si reducerea tendintei
de sacrificare in timpul primei lactatii (Faber s.a., 2005). Sunt necesare insid cercetari
suplimentare pentru a investiga conceptul de programare epigenetica sau imprimare a
efectelor colostrului in sanatatea si performanta viteilor atat pe termen scurt, cat si pe
termen lung (Hammon s.a., 2013).

2.3. Factori care influenteazi calitatea imunologici a colostrului

Mai multe studii au stabilit faptul ca in colostru bovin exista o variatie uriasa a
continutului de 1gG. Intr-un studiu realizat de Gulliksen s.a. (2008) continutul de 19G
colostrald a variat de la 4 la 235 g/l cu o medie de 45 g/l. In total, 57,8% din probe
contineau o concentratie mai mica decat 50 g 1gG/I. Pritchett s.a. (1991) au raportat o
concentratie colostrald de IgG1 cu o valoare medie de 48,2 mg/ml. Mai multe studii au
abordat cauzalitatea acestei variatii si au fost elucidati o serie de factori de risc.
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Quigley s.a. (2000) au masurat continutul de Ig colostrald pentru cinci rase
diferite si au gasit un continut variabil al diferitelor clase de Ig. Vacile din rasele Ayrshire
si Jersey au avut cele mai mari concentratii de IgG, in timp ce vacile din rasele Brown
Swiss, Guernsey si Holstein au avut cea mai mica concentratie de IgG. Rasa Jersey a avut
cea mai mare concentratie de IgG, IgA si IgM dintre toate rasele studiate, la rasa Holstein
concentratia de IgG a fost cea mai mic4, iar la rasa Guernseys IgA si IgM au avut valori
reduse. O posibila explicatic a variatiei intre rase poate fi diferenta potentialului de
productie, de la rasele cu randament redus obtinandu-se un colostru de calitate superioara
in comparatie cu rasele cu randament ridicat (Conneely s.a., 2013).

Parietatea

Vacile mai in varsta au fost expuse la antigene pentru o perioadd mai lunga de
timp decét vacile mai tinere si, prin urmare, produc colostru cu niveluri mai mari de
imunoglobuline. Cea mai semnificativa diferenta se gaseste intre vaci aflate la a patra lor
lactatie sau mai mult si vaci la prima sau a doua lactatie (Tyler s.a., 1999; Moore s.a.,
2005; Gulliksen s.a., 2008). Cu toate acestea, nu existd dovezi pentru eliminarea
colostrului de la juninci, deoarece majoritatea studiilor raporteaza diferente
nesemnificative intre colostrul de la vacile primipare comparative cu cele pluripare
(Bielmann s.a., 2010; Kehoe s.a., 2011)..

Scurtarea perioadei de intarcare de la 60 de zile la 40 de zile nu a determinat
diferente in concentratiile de imunoglobuline colostrale (Annen s.a., 2004; Rastani s.a.,
2005; Shoshani s.a., 2014). Tn schimb, Mayasari s.a. (2015) au comparat vaci care au avut
o perioada de intarcare de 60, 40 si 0 zile si au constatat ca vacile care nu au avut deloc
repaos mamar au avut concentratii mai mici de IgG si IgM 1in colostru, comparativ cu
vacile cu 30 sau 60 de zile de intarcare. Sustinand constatérile anterioare, nu exista
diferente in concentratiile de IgG si IgM intre vacile cu repaos mamar de 30 si 60 de zile
(Mayasari s.a., 2015).

Desi pare rezonabila presupunerea ca nutritia vacii din perioada de repaos va
influenta Tntr-o oarecare masura calitatea colostrului, deoarece procesul de colostrogeneza
are loc cu cateva saptamani inainte de fatare, relatia directa dintre nutritia vacilor si
calitatea colostrului nu a fost prea mult studiata.

Lacetera s.a., 1996, au raportat cd vacile suplimentate cu injectii de seleniu si
vitamina E la sfarsitul perioadei de gestatie au produs un volum mai mare de colostru
comparativ cu vacile nesuplimentate.
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Dunn s.a., 2016, au constatat ca suplimentarea cu furaje concentrate in perioada
de intarcare nu a avut niciun efect asupra concentratiei colostrale de IgG, a randamentului
de 1gG sau a continutului de grasimi, proteine si lactoza, insa vacile din acest grup au
inregistrat o productie mai mare de colostru la fatare si la primele 8 mulsori postpartum.

Aragona s.a., 2016, au raportat cd suplimentarea cu acid nicotinic timp de 4
saptamani prepartum a crescut concentratia de IgG in colostru de la 73,8 1a 86,8 g.

Studii recente au aratat ca vaccinarea vacilor gestante si a junincilor in ultimele 3
pana la 6 saptamani de gestatic au ca rezultat cresterea concentratiilor de anticorpi
colostrali specifici si anticorpi serici specifici la vitei pentru unii agenti patogeni comuni,
ca Pasteurella haemolytica, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, rotavirus si
coronavirus (Waltner-Toews s.a., 1985, Jones s.a., 1988, Hodgins s.a., 1996, McNulty
5.a.1987, Kohara s.a., 1997)

Sezonul fatarii

Gulliksen s.a. (2008) au realizat un studiu pe vaci Rosii Norvegiene care a aratat
o crestere semnificativd a continutului de IgG colostrald in timpul si dupa sezonul de
pasunat, care a scazut in lunile de iarna. Autorii au concluzionat ca schimbarile sezoniere
pronuntate din climatul norvegian si, prin urmare, diferentele in ceea ce priveste hrana si
cazarea animalelor, pot justifica cel mai probabil variatia sezoniera constatata din studiul
lor.

Coroian s.a., 2013, au constatat ca in colostrul de bivolita toti compusii fizico-
chimici, cu exceptia lactozei, au prezentat valori mai ridicate in sezonul de vara. Hranirea
specifica in sezonul estival (pe pasune) a condus la obtinerea unui colostru mai concentrat
in substanta uscata, acizi grasi si colesterol.

Carp-Carare M. s.a. (2002) au observat faptul ca, valorile maxime ale 1gG serice
la bovine sunt inregistrate in perioada august-octombrie, iar cele minime sunt primavara
(martie-mai). De asemenea, procentul de imunoglobuline a fost mai ridicat la viteii
crescuti in grup si pe asternut si mai scazut la cei tinuti in boxe individuale si in absenta
asternutului.

Aceste diferente intre cercetari pot fi puse pe seama zonei geografice si a
variatiilor conditiilor climatice.

Concentratia de imunoglobuline colostrale este cea mai mare imediat dupa fatare,
dar incepe sa scada treptat in timp daca recoltarea este intarziatd. Concentratia de IgG
colostrala a scazut cu 3,7% cu fiecare ora in care primul muls a fost intarziat dupa fatare
din cauza secretiei postnatale a glandei mamare deoarece s-a produs efectul de diluare
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(Morin s.a., 2010). Tntr-un alt studiu, intdrzierea recoltarii colostrului timp de 6, 10 sau 14
ore dupa fatare a dus la o scadere cu 17%, 27% si respectiv 33% a concentratiei de 1gG
colostrale (Conneely s.a., 2013).

Pritchett s.a., 1991, au observat ca vacile care produc mai putin de 8,5 kg de
colostru la prima mulsoare au un colostru de calitate superioara (> 50 g IgG/1) comparativ
cu vacile cu o productie mai mare. O posibila explicatie ar fi efectele diluante. Studii mai
recente raporteaza cd nu existd o relatie predictibild puternica intre concentratia de IgG
colostrald si cantitatea colostrului la prima mulsoare (Grusenmeyer si colab, 2006,
Baumrucker s.a., 2016).

Numarul de celule somatice

Potrivit lui Nia s.a. (2010) numarul de celule somatice (SCC) scade continutul de
Ig din colostru si, prin urmare, si absorbtia in organismul vitelului. Acest lucru este
sustinut de Gulliksen s.a., (2008) care au raportat ca vacile care au un numar de SCC>
50.000 celule/ml, masurat dupa fatare, au fost mai predispuse sa produca colostru cu un
continut de IgG <30 g/l comparativ cu vacile cu un numar de SCC mai mic. Gulliksen s.a.
(2008) nu au gasit nici o asociere intre numarul de SCC masurat in lactatia anterioara si
continutul ulterior de IgG colostral, ceea ce inseamna ca laptele din lactatia anterioara nu
ar influenta calitatea colostrului din urmaroarea lactatie.

Starea de sanatate

Concentratia componentelor imune din lapte variaza considerabil Intre vacile
sanitoase. In probele de lapte colectate dintr-un efectiv de 189 de vaci sinitoase, s-au
inregistrat mai mult de 20 de diferente in concentratiile de lactoferina. Tn mod similar,
Fonteh s.a., 2002 au inregistrat mari diferente individuale in concentratiile de
lactoperoxidaza in laptele caprelor si vacilor sinitoase studiate. O astfel de diferentad
semnificativd intre animale indica o oportunitate de a alege laptele cu un continut ridicat
de factori imuni si a forma efective speciale pentru exploatare comerciala.

2.4. Testarea calitatii colostrului in ferma

Masurarea calitdtii colostrului in ferma trebuie sa fie o metoda fiabila, precisa si
usor de executat. Este dificil de prezis, pe baza unor metode precum inspectia vizuala,
daca colostru colectat va fi de calitate inalta (> 50 g/l 19gG).

Colostrometrul, un instrument hidrometru care estimeaza concentratia IgG prin
masurarea greutatii specifice, poate fi util pentru a diferentia colostrul de inalta calitate de
cel de calitate scdzutd (greutatea specifica >1,050 aproximeaza 1gG > 50 g/l). Dezavan-
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tajul este ca factori precum continutul de grasime si temperatura colostrului afecteaza
citirea hidrometrului ( Pritchett s.a., 1991).

Studiile recente au validat refractometrul, un instrument care masoara procentul
de solide intr-o solutie, ca fiind un instrument de incredere pentru determinarea IgG din
colostru si serul bovin (Quigley s.a., 2002, Chigerwe s.a., 2009; Bielmann s.a., 2010;
Morrill s.a., 2012). Refractometrul este mai putin afectat de temperaturad si mai durabil
decat colostrometrul de sticld. Refractometria ofera o aproximare a concentratiei de
imunoglobuline serice deoarece imunoglobulinele constituie o proportie mare de proteine
din serul viteilor nou-nascuti, iar intre acestea IgG ocupa cel mai mare procent (Calloway
s.a., 2002).

Evaluarea proteinei totale serice (PST) cu ajutorul refractometrului este o metoda
calitativa ce poate fi utilizatd pentru a determina cu succes reusita transferului pasiv la
vitei (Calloway s.a., 2002; Moore s.a., 2009). Studiile au raportat ca o valoare intre 18%
si 23% Brix este un interval adecvat pentru determinarea colostrului de buna calitate
(lgG>50g /l).
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CAPITOLUL 3 - BOLILE INFECTIOASE ALE VITEILOR NOU-
NASCUTI
CHAPTER 3 - INFECTIOUS DISEASES OF NEWBORN CALVES

Viteii nou-nascuti sunt predispusi la 0 varietate de boli frecvente. Dintre toate
categoriile de animale dintr-o ferma, tineretul bovin pana la intarcare are cele mai mari
rate de mortalitate si morbiditate. Cea mai importanta patologie care afecteaza viteii nou-
nascuti este reprezentata de boli cu simptome digestive si respiratorii.

Morbiditatea in primele 3 saptamani de viata este cauzatid de diaree (29%),
pneumonie (25%) si boli ombilicale (29%) potrivit unui studiu realizat de Virtala s.a.
(1999) pe 410 vitei din 18 ferme de vaci lapte din statul New York.

3.1. Diareea neonatali a viteilor

Diareea neonatala a viteilor este recunoscuta la nivel mondial ca una dintre cele
mai mari provocari atat pentru industria carnii de vita, cat si pentru cea a produselor
lactate.

Diareea neonatala este atribuita atat factorilor infectiosi, cét si celor neinfectiosi
(Bartels, 2010). in dezvoltarea acestei boli sunt implicati mai multi agenti patogeni
enterici si, desi un singur agent patogen primar poate fi cauza diareei neonatale, coinfectia
se observa frecvent la viteii diareici. Prevalenta incidentei agentilor patogeni si a bolilor
infectioase neonatale poate varia in functie de locatia geografica a fermelor, de marimea
efectivului, de management si de presiunea infectioasa a mediului inconjurator.

Tabel 3.1/Table 3.1
Receptivitatea viteilor la diareea neonatala in functie de varsta si agentul patogen cauzal (Perianu
T. s.a., 2011, 2012)
Calf receptivity to neonatal diarrhea according to age and causative pathogen (Perianu T. s.a.,

2011, 2012)
Agent etiologic Receptivitate (varsta) Aspectul fecalelor
Rotavirus posibila:0-28 zile; fecale cu sange si mucus de
cel mai frecvent: 1-6 zile. culoare maro pana la verde
deschis.
Coronavirus posibila:0-28 zile; fecale apoase, galbui.
cel mai frecvent: 7-10 zile.
E. coli cel mai frecvent: 1-7 zile. fecale apoase, alb-galbui.
Sallmonela spp. cel mai frecvent: 1-7 zile. fecale apoase, alb-galbui.
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Cei mai frecventi agenti patogeni infectiosi implicati Tn diareea neonatald a
viteilor sunt virusurile (rotavirus, coronavirus, DVB-BM) si bacteriile (E. coli, cel mai
frecvent tulpina enterotoxigena, Salmonella spp.). Acesti agenti infectiosi pot fi gasiti si
n fecalele viteilor sanatosi. Boala clinica se dezvolta datorita unei relatii intre rezistenta
vitelului si presiunea infectioasa.

Sursele de infectie sunt reprezentate de alti vitei bolnavi, de vitei mai mari trecuti
prin boald sau de vacile care elimind cantitdti mari de germeni prin fecale, mastite sau
infectii uterine (Velescu, 2002; Perianu §.a., 2003; Perianu s.a., 2011). Contaminarea
viteilor se face Tn cele mai multe cazuri pe cale digestiva, dar se poate realiza si pe cale
ombilicala, transplacentara sau respiratorie. Odatad aparuta intr-un efectiv, diareea
neonatala capata un caracter trenant, numarul viteilor care se imbolnavesc crescand de la
an la an. In unele efective poate cipata un caracter exploziv, chiar in primul an de aparitie,
cand peste 80% din vitei se Tmbolnavesc (Velescu s.a., 2004).

Factorii care influenteaza aparitia unei infectii digestive, precum si severitatea
exprimdrilor clinice ale Tmbolnavirilor, sunt reprezentati de: varsta animalelor, statusul
imunologic al femelelor gestante, prezenta anticorpilor specifici in colostru si nivelul
acestora in serul sangvin al nou-nascutului, temperatura ambientala, presiunea infectioasa
exercitatd de microorganisme enteropatogene.

Trebuie subliniat rolul predispozant al privarii de colostrum. Sensibilitatea nou-
nascutului este in corelatie directa cu lipsa unui sistem de aparare specifica, organismul
sau fiind incapabil de a elabora imunoglobuline (Godden, 2009). Rezistenta la infectii
depinde de imunizarea mamei si de ingestia unei cantitati adecvate de colostru in primele
ore de viata. Receptivitatea si mortalitatea sunt mai ridicate la animalele nou-nascute care
au primit o cantitate insuficientd de colostru in primele zile de viata. Protectia nou-
nascutilor este dependentd de prezenta anticorpilor specifici la nivelul mucoasei
intestinale (Velescu, 2002; Perianu s.a., 2003; Perianu s.a., 2011).

Diareea neonatala evolueaza ca o endemie de grajd, cu caracter trenant sau
stationar, morbiditatea §i mortalitatea variind in limite foarte largi, in functie de
intensitatea cu care actioneaza factorii determinanti si cei favorizanti (Fecteau s.a., 1997).

E. coli enterotoxigend provoacd, de obicei, diaree apoasa profuzd numai in
primele patru zile de viatd. Ceilalti agenti infectiosi comuni implicati in diareea neonatala
a viteilor provoacd leziuni ale mucoasei intestinale care determind diareea mixta
malabsorbtiva si apoasa (tabel 3.1; Méanzat, 2001; Velescu, 2002; Perianu s.a., 2003;
Perianu s.a., 2011).

Tabloul clinic in diareea neonatala este dominat de diareea grava, care determina
deshidratarea rapidd si brutala a animalelor. Din aceastd cauzad aspectul viteilor este
caracteristic: horipilatie, piele lipsita de elasticitate, globii oculari sunt retractati
(enoftalmie), perineul este murdarit cu fecale. Tot din cauza exsicozei s§i a
hemoconcentratiei consecutive, apare tahicardia si respiratia superficiald, tahipneica.
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Temperatura se mentine in limite normale sau este usor crescutd pana in momentul
colapsului, cand scade sub normal, sfarsitul bolii fiind de reguld noaptea, mai ales la viteii
de 1-3 zile (Manzat, 2001; Velescu, 2002; Perianu s.a., 2003; Perianu s.a., 2011).

Tn general, leziunile morfopatologice sunt discrete si putin caracteristice. Cel mai
frecvent se constata aspectul deshidratat al cadavrului, cu tegumentul perineal murdarit
de fecale diareice, congestii si hemoragii intestinale, inflamatia formatiunilor limfoide din
peretele intestinal i a limfonodurilor mezenterice. Continutul intestinal este fluid, iar in
stomac se giseste lapte coagulat. In formele septicemice, se pot gisi hemoragii
subepicardice sau sub seroasa altor organe. Se mai pot gasi distrofii hepatice, renale sau
cardiace, mai rar artrite sau meningite (Velescu, 2002; Perianu s.a., 2003; Perianu s.a.,
2011).

Diagnosticul prezumtiv se poate stabili pe baza tabloului clinic, a leziunilor si a
datelor epidemiologice. Confirmarea diagnosticului se face prin examene de laborator
(Velescu, 1999).

Prognosticul diareei neonatale este dependent de forma clinica sub care evolueaza
boala. Tn formele grave, prognosticul este defavorabil, iar in formele benigne este rezervat
(Velescu, 2002).

Atat in profilaxia cét §i in combaterea diareei neonatale a viteilor, accentul trebuie
pus pe masurile generale. Eliminarea agentilor infectiosi din unitatile de crestere a
animalelor este o operatie extrem de dificild, datorita prezentei ubicvitare a acestora in
spatiile de cazare, dar mai ales datoritad rezistentei lor crescute la actiunea factorilor de
mediu. Scaderea incidentei acestora se bazeazd pe respectarea masurilor de profilaxie
generald, care trebuie sd urmareasca reducerea surselor de contaminare, evitarea actiunii
factorilor favorizanti si cresterea rezistentei organismului prin asigurarea unor conditii
corespunzatoare de Iintrefinere si exploatare. Mentinerea unei densitati optime a
animalelor 1n addposturi, respectarea regulilor de igiend si asigurarea unei sanitatii
corespunzatoare, contribuie la scaderea presiunii infectioase si la prevenirea contaminarii
nou-nascutilor (Méanzat, 2001; Velescu, 2002; Perianu s.a., 2003; Perianu s.a., 2011)..

Profilaxia incepe incd din viata intrauterind a vitelului, prin administrarea unor
ratii furajere echilibrate si de buna calitate vacilor gestante si prin respectarea repausului
mamar. Respectarea riguroasa a regulilor de igiena a fatarii, aldptarii si a cresterii in
general, este esentiala. Maternitatile in care nu se intretine o curitenie corespunzatoare,
care nu sunt dezinfectate dupa fiecare serie de fatari si nu functioneaza dupa principiul
popularii si depopulérii totale, contribuie mai mult la difuzarea infectiilor decat la
prevenirea lor. Masurile de profilaxie vizeaza si izolarea vacilor cu mamite si infectii
uterine (Velescu, 2002; Perianu s.a., 2003; Perianu s.a., 2011)..

Cea mai importanta masura care vizeaza scaderea incidentei diareei neonatale,
indiferent de situatia epidemiologica a efectivelor, se referd la asigurarea ingestiei unei
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cantitati suficiente de colostru de catre nou-nascut, intr-un timp cat mai scurt posibil dupa
parturitie, deoarece numai prezenta anticorpilor specifici din lumenul intestinului subtire
impiedica colonizarea enterocitelor cu agentii infectiosi prezenti in mediul de viata al nou-
nascutilor (Jayappa s.a., 2008). S-a demonstrat cd, in cazul infectiei cu rotavirus,
imunitatea locald din lumenul intestinului subtire este mult mai importantd decat
imunitatea sistemica, in stimularea unei rezistente specifice eficiente. De aceea, se
recomandd ca in fermele de vaci, cind numarul animalelor recent fatate este mare,
colostrul excedentar s se amestece cu lapte si sa se administreze zilnic, cel putin Intr-un
tain, tuturor viteilor pana la varsta de 30 de zile (Nadine Schmidt s.a.., 2018).

Tratamentul viteilor bolnavi este complex si urmareste mai multe obiective:
distrugerea agentului etiologic, restabilirea homeostaziei, cresterea rezistentei generale,
sustinerea energetica si combaterea diareei (Campler s.a., 2015). Terapia de rehidratare
orala, administrarea continud a laptelui in prima luna de viatd si utilizarea prudenta a
antibioticelor sunt obiective importante Th gestionarea cu succes a diareei neonatale
(Bendali s.a., 1999).

Pentru profilaxia specifica, Tn diverse tari au fost elaborate si comercializate
numeroase vaccinuri pentru prevenirea diareei neonatale a viteilor (Catana, 2002, 2007).

Vaccinurile inactivate care contin cel putin antigenul K99 si se administreaza la
juninci sau vaci gestante, nu mai tarziu cu 3-4 saptamani inainte de fatare, induc formarea
de anticorpi in sangele vacilor, anticorpi care se concentreaza in colostru si protejeaza
viteii fatd de colonizarea intestinului subtire cu colibacili in primele zile de viata. Aceasta
protectie insa vizeaza numai infectia cu tulpinile ETEC, care sunt cele mai frecvente, insa
nu si singurele capabile sd produca infectia colibacilara la vitei. De aceea, aceste vaccinuri
nu dau rezultate in toate efectivele (Durell s.a., 2017).

Au fost create si vaccinuri mixte, in care la antigenul colibacilar K99 se asociaza
si alte antigene colibacilare, precum si antigene virale Rota si Corona. Vaccinurile
inactivate se administreaza parenteral, in mod obisnuit numai la animalele gestante in
ultima faza si asigurd un titru ridicat de anticorpi specifici in colostru si lapte, pentru o
perioada indelungata de timp, care determina o reducere marcanta a incidentei infectiei la
nou-nascuti (Cortese, 2009; Schmidt s.a., 2018).

Diareea este, in general, cea mai frecventd cauza de morbiditate si mortalitate la
viteii preintarcati. Prevenirea bolilor, desi preferabil, nu este intotdeauna posibild in
sistemele de crestere intensiva a viteilor. Gestionarea adecvata a factorilor determinanti
implicati in acest complex morbid este cruciala pentru a evita pierderile economice
suplimentare, impactul dezastruos asupra bunastarii animalelor si neplacerile fermierilor
(Dunn s.a., 2017).

44



3.2. Sindromul respirator bovin

Sindromul respirator bovin (SRB) este cea mai importantd boald din punct de
vedere economic in efectivele de vitei de carne si este a doua cauza principala a
morbiditatii si mortalitatii la viteii de lapte. SRB este responsabil de 22,5% din decesele
dinainte si 46,5% din decesele de dupa intarcare Tn efectivele de vitei din fermele de lapte
(NAHMS, 2010). SRB este o boald multifactoriala a carei aparitie si evolutie depinde
foarte mult de factorii de stres si de conditiile de microclimat (Catana 2002, 2007).

Cea mai mare provocare atunci cand este vorba de sindromul respirator la viteii
sugari este legata de identificarea agentilor patogeni virali si/sau bacterieni care sunt
implicati in declansarea bolii. Desi aceasta este o parte importantd a strategiilor de
prevenire si tratament, cauza poate fi mai degraba secundara in corelatie cu factorii de
risc. Identificarea factorilor de risc asociati cu SRB in efectivele de vitei este un pas
deosebit de important in controlul acestei boli (Earley s.a., 1998).

O gama larga de agenti infectiosi a fost implicata in SRB la vitei. Agentii virali
sunt reprezentati de virusul sincitial respirator bovin (BRSV), virusul parainfluenza-3
(P13), adenovirusul bovin, coronavirusul bovin si rhinovirusul bovin. Alte virusuri mai
frecvente, cum ar fi virusul diareei virale bovine (DVB-BM) si herpesvirusul bovin-I
(BHV-I), sunt rareori implicate in pneumonia viteilor, cu exceptia cazului in care acesti
virusi ridica probleme in efectivele de reproductie (Carp-Carare, 2001; Velescu, 2002;
Perianu s.a., 2003; Perianu s.a., 2011, 2012).

Agentii bacterieni cel mai frecvent incriminati in SRB la vitei sunt reprezentati
de Mycoplasma bovis, Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica si Histophilus
somni (Velescu, 2002; Perianu s.a., 2003; Perianu s.a., 2011, 2012). Si alti agenti
bacterieni pot fi izolati din plimanii viteilor afectati de pneumonii, de exemplu,
Actinomyces pyogenes, care nu este considerat o componenta primara a SRB, ci mai
degraba un invadator secundar al plamanului deja afectat. Salmonella spp. sau
Escherichia coli pot fi, de asemenea, izolate din plamanul pneumonic, dar, din nou,
acestea sunt bacterii care obtin acces hematogen la plamani ca o complicatie a sepsisului
si nu sunt considerate parte a complexului de boli respiratorii (Hulbert s.a., 2016).
Pasteurella multocida este cel mai frecvent asociata cu leziunile de bronhopneumonie
fibrinopurulenta la viteii de lapte (Hodgins s.a., 1996). Acest lucru subliniaza natura
oportunistd a acestui microorganism de a se dezvolta in exces in plaméanii deteriorati
anterior de alte virusuri sau alte bacterii, cum ar fi Pasteurella haemolytica, asociere pe
care unii autori o considera ca fiind o relatie sinergica. Mannheimia haemolytica a fost in
mod traditional cea mai des izolata bacterie din cazurile de pleuropneumonie fibrinoasa
acutd observate in cazul febrei de transport la viteii de carne. Mycoplasma spp. si
Histophilus somni se izoleaza frecvent din focarele de pneumonie impreuna cu alte
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microroganisme, rareori vor fi izolate ca bacterii singulare (Velescu, 2002; Perianu s.a.,
2003; Perianu s.a., 2011).

Infectiile respiratorii virale sunt frecvent urmate de infectii bacteriene, deoarece
in urma infectiei virale rezultda intreruperea integritatii barierei epiteliale, scaderca
activitatii mucociliare si cresterea vascozitatii secretiilor. Aceste modificari favorizeaza
proliferarea bacteriilor comensale oportuniste n tractul respirator cu afectarea ulterioara
a plamanilor (Velescu, 2002).

Sursele primare de infectie sunt reprezentate de viteii bolnavi care elimina
germenii prin secretii respiratorii, excretii, puroi (omfaloflebite), vacile adulte cu mamite
bacteriene si cu infectii uterine si animale adulte purtatoare (Velescu, 2002).

Receptivitatea este influentata de statusul imun al viteilor, de conditiile de igiena
si de stabulatie.Viteii cu un status imun deficitar sunt mai vulnerabili la infectiile respi-
ratorii. Raspunsul imunitar specific poate fi imbunatétit prin transferul pasiv de anticorpi
derivati colostral sau prin vaccinarea directd a vitelului (Perianu s.a., 2011, 2012).

Numeroase studii au examinat importanta esecului transferului pasiv in
morbiditatea si mortalitatea SRB. Davidson s.a.(1981) au descoperit ca viteii cu niveluri
scazute de imunoglobind au fost tratati pentru pneumonie mai devreme si mai mult decat
viteil cu niveluri ridicate de imunoglobina si cd, in unele grupuri, nivelurile scazute de
imunoglobina au fost asociate cu o crestere a morbiditatii in cazurile de boli respiratorii.
Alte studii nu au reusit sd arate o asociere intre nivelurile de imunoglobina sau esecul
transferului pasiv si aparitia bolilor respiratorii la vifei. O explicatie in aceastd privinta
este ca , de obicei, SRB apare la viteii cu varsta peste 2 luni, iar nivelul imunoglobinelor
specifice pentru multi agenti patogeni ai SRB scad pana la varsta de 2 luni (Ellis s.a.,
1996).

Temperatura ambianta este un factor important care afecteaza starea de sanatate
a viteilor. Umiditatea crescuta si precipitatiile inrautatesc capacitatea gazdei de a mentine
neutralitatea termica. De asemenea, viteii tineri tind sa transpire cantitativ mai mult decat
adultii, iar vremea calda 1i poate predispune la deshidratare (Hulbert s.a., 2016).

Incidenta bolii poate fi afectatd de durata de supravietuire a agentului patogen ca
aerosol si de concentratia agentului patogen in spatiul aerian. Umiditatea este un factor
limitativ important care afecteaza supravietuirea agentului patogen. Debitul adecvat de
aer proaspat in mediul ambiant este important pentru limitarea umiditatii si reducerea
concentratiei de gaze toxice. Fluxul adecvat de aer proaspat si miscarea directionald
adecvata a aerului sunt obiective importante ale ventilatiei (Martin s.a., 1975b).

Supraaglomerarea viteilor si densitatile excesive de stabulatie au ca rezultat o
transmisie crescutd a agentilor patogeni, mai ales dacad existd amestecuri de grupe de
varsta. Supraaglomerarea este, de asemenea, un stres suplimentar (Martin s.a., 1975¢).
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Semnele clinice ale sindromului respirator bovin depind de multi factori, printre
care varsta animalului, microorganismul (microorganismele) cauzal (e) si stadiul bolii.
Tabloul clinic general este reprezentat de: febra - conexiunea dintre SRB si febra este
extrem de puternicd, SRB este una dintre cele mai frecvente cauze ale febrei, iar febra
este intotdeauna unul dintre primele semne ale complexului SRB -, apatie, inapetenta,
epifora, dispnee, tuse, jetaj, puls accelerat (Velescu, 2002; Perianu s.a., 2003; Perianu s.a.,
2011, 2012).

In debutul bolii, plamanii si caile respiratorii sunt initial iritate, astfel incat
animalul va incerca sa 1si curate caile respiratorii cu 0 tuse usoara, superficiala (Martin
s.a., 1975a). Cel mai important factor care determina succesul terapiei este debutul
precoce al tratamentului, care este de preferat sa inceapa in aceasta etapa. Tusea puternica,
proeminenta, febra ridicata si starea generala alterata indica cazuri mai avansate, moment
n care tratamentul devine dificil. SRB poate evolua ca o pneumonie acutd, pneumonie
severa care poate duce la deces sau ca boald tranzitorie care se poate rezolva dupa
tratament sau poate progresa spre pneumonie cronica (Velescu, 2002; Perianu s.a., 2003;
Manzat, 2005; Perianu s.a., 2011, 2012).

Diagnosticul se suspicioneaza pe baza tabloului clinic si se confirma prin
examene de laborator. Diagnosticul diferential este dificil. Importanta distinctiei intre
agentii etiologici este discutabila, deoarece prezentarea clinica si managementul bolii de
obicei nu difera semnificativ indiferent de agentul patogen implicat (Velescu, 1999). S-
au realizat numeroase studii Tn care s-au depus eforturi pentru identificarea bacteriei
primare ca agent patogen bazat pe analize de necropsie si examen histopatologic al
leziunilor (Martin s.a., 1989; Murray s.a., 2013). Cu toate acestea, avand in vedere ca
intervalului tipic de evolutie al bolii de la debut si pana la moarte este de la cateva zile
pana la cateva saptamani, nu se poate preciza sigur daca leziunile reprezentative ale
necropsiei sunt ale agentilor initiatori sau ale microroganismelor oportuniste care s-au
dezvoltat ulterior. Unii cercetatori au sugerat ca un diagnostic prezumtiv al anumitor
organisme poate fi posibil antemortem. De exemplu, animalele infectate cu Mycoplasma
bovis sunt descrise ca ,,bolnavi cronici care nu reusesc sa prospere, la care se observa lipsa
cresterii in greutate si esecul de a raspunde la tratament” (Martin s.a., 1975b).

Eficacitatea si viabilitatea economica a vaccinarii impotriva bolilor respiratorii la
vitei ramane incerta (Ellis, 2017). Desi este disponibila o literatura relevanta substantiala
n acest sens, bazata pe constatari stiintifice solide, evaluarea eficacitatii vaccinurilor si
interpretarea rezultatelor studiilor sunt complicate datorita caracterului multifactorial al
SRB si al factorilor de stres care contribuie foarte mult la dezvoltarea bolii (Confer s.a.,
1998). in plus, SRB poate evolua diferit in functie de variabilitatea sistemelor de crestere
(Velescu, 2002; Perianu s.a., 2003).
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Vaccinuri vii modificate, vaccinuri inactivate sau subunitati vaccinale sunt
disponibile pentru majoritatea agentilor patogeni ai SRB. In cea mai mare parte,
cercetdrile relevante s-au concentrat asupra capacitatii acestor vaccinuri de a declansa un
raspuns imun specific sau de a reduce intensitatea manifestarilor clinice ale bolii (Ellis
s.a., 1996, 2007). Desi sunt disponibile pe piatda numeroase vaccinuri, vaccinarea cu
produse pentru agentii patogeni bacterieni este mult mai putin folosita decét vaccinarea
pentru agentii patogeni virali, deoarece eficacitatea este comparativ mai mica (Ellis,
2017). Eficacitatea redusa a vaccindrii contra agentilor patogeni bacterieni ar putea fi
datorata momentului in care se realizeaza vaccinarea (vaccinul trebuie administrat Thainte
de expunerea la agenti patogeni), lipsa rapelului si lipsa de atentie asupra factorilor de risc
primari (Cortese, 2009).

Anticorpii colostrali reprezinta un factor crucial in prevenirea si protectia bolilor
neonatale la vitei, insa studiile recente au aratat ca, dupa vaccinare, in prezenta imunitatii
derivate matern, viteii sugari nu produc anticorpi specifici impotriva unor agenti patogeni
implicati In SRB, cum ar fi virusul sincitial bovin (Tizard, 2013). In aceasta situatie,
anticorpii materni sunt adesea in contradictie cu imunoprofilaxia si inhiba vaccinarea
(Cortese, 2009). O investigatie aprofundata a interactiunii dintre anticorpii materni si
vaccinuri a demonstrat ca prezenta anticorpului matern a scazut eficacitatea vaccinului si,
prin urmare, protectia (Ellis, 2017). Deoarece anticorpii maternali se descompun in rate
variabile la nivel individual, standardizarea programelor de vaccinare a viteilor la 0
anumitd varstd devine dificild. Pentru a depasi aceastd problema, cercetarile din ultimii
ani s-au concentrat pe elaborarea unor scheme de vaccinare care si fie favorabile
administrarii colostrului. Strategiile actuale de vaccinare variaza in functie de calea de
administrare (parenterald sau intranazala) si de tipul vaccinului (viu modificat sau
inactivat). Pentru a oferi cea mai bund protectie pentru viteii sugari si pentru a reduce
impactul economic al SRB pentru producatorii din intreaga lume, este imperativ ca
programele de vaccinare neonatald sa atinga un nivel ridicat de eficacitate in prezenta
anticorpilor materni (Ellis s.a. 2007, 2017; Xue, 2010).
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CAPITOLUL 4 - ACTUALIZARI PRIVIND IMPORTANTA
STATUSULUI IMUN TN BOLILE NEONATALE LA VITEI
CHAPTER 4 - UPDATES ON THE IMPORTANCE OF IMMUNE
STATUS IN NEONATAL CALF DISEASES

In fiecare zi invitim mai multe despre sistemul imunitar al bovinelor, dar in
incercarea de a creste performanta si de a scadea costurile de productie, este usor sa uitdm
ca, pentru a avea un efectiv sanatos si performant, trebuie sa incepem prin acordarea unei
atentii deosebite vitelului nou-nascut.

Esecul transferului pasiv constituie o problema legata atit de bunistrarea
animalelor, cit si de sanatatea publica, deoarece este responsabil pentru prevalenta
ridicatd a cazurilor de boala si cresterea utilizarii antibioticelor la vitei (Earley si Fallon,
1998). De asemenea, problema are impact si in sfera economica, deoarece esecul
transferului pasiv creste perioada de intarcare, reduce viteza de crestere si scade rata de
productie la prima si a doua lactatie la vacile de lapte. Premisa de baza in aceasta situatie
este reprezentata de preventia si depistarea precoce a viteilor cu risc de esec al transferului
pasiv (Weaver s.a., 2000).

Vitei care au un nivel seric de imunoglobuline adecvat sunt capabili, de cele mai
multe ori, sa combata infectiile patogene mai repede decat viteii cu un nivel scazut de
imunoglobuline serice, care trebuie sa Se mobilizeze pentru a oferi un raspuns imun pentru
apdrare. Cu ajutorul unui transfer pasiv de succes al anticorpilor colostrali, nu neaparat
specific agentului patogen, un vitel este mai capabil sa aiba o ratd normala de crestere in
primele 6 luni de viatd (Quigley si Drewry, 2002).

Peste 50% din cazurile de diaree neonatala apar in prima sdptdmana de viata si
doar 15% apar dupa a doua saptamana (Bendali s.a., 1999). Bacteremia la viteii nou-
nascuti creste severitatea diareei si riscul de moarte. Astfel, consumul timpuriu de colostru
previne septicemia prin reducerea colonizarii si a absorbtiei bacteriilor enterice patogene.
De asemenea, imunoglobulinele care raman dupa consumul colostrului in lumenul
intestinal asigurd o imunitate locald fata de infectiile virale. O alta cauza principala a
mortii viteilor sugari este reprezentata de tulburarile respiratorii, in special pneumonia,
iar studiile au aratat ca imunitatea colostrala protejeaza in mod normal vitelul de aparitia
pneumoniei la inceputul vietii (Donovan s.a., 1998, Uetake, 2013).

Colostrul care contine anticorpi materni oferd viteilor nou-nascuti imunitate
pasiva si protectie Tmpotriva unei game largi de boli infectioase pana cand propriul sdu
sistem imunitar produce cantitati protectoare de anticorpi endogeni. Vaccinarea vacilor in
ultima perioadd de gestatie poate creste titrul de anticorpi specifici in colostrul lor, ceea
ce duce la cresterea titrurilor de anticorpi Serici la vitei.
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Concentratia anticorpilor materni scade in primele doud saptamani dupa nastere,
in timp ce productia de anticorpi endogeni incepe sa creascd. Pe masurd ce imunitatea
pasiva incepe sa scada, este de preferat implementarea unui protocol de imunizare activa
rapida a vitelului, astfel incat sa nu existe nicio lacund 1n protectia specifica dupa scaderea
anticorpilor materni. Sinteza endogena de IgG incepe, de obicei, In prima zi dupa nastere
si concentratia sa creste constant, in timp ce IgG maternala scade exponential. Trecerea
de la imunitatea maternd dobandita pasiv la imunitatea activa endogena are loc de la 2
pana la 6 saptamani de viata si reprezinta o schimbare drastica in viata vitelului (Hassig
s.a., 2007).

Studiile au demonstrat ca anticorpii colostrali dobanditi pasiv pot totusi inhiba
raspunsul imun activ al vitelului (Larson s.a., 1998; Hodgins si Shewen, 2000; Larsen s.a.,
2001). Vaccinarea viteilor in prima luna de viatd, cand anticorpii materni inca sunt
prezenti, iar sistemul imunitar al gazdei este imatur, este problematicd. Desi sunt
disponibile vaccinurile pentru agentii patogeni respiratori virali si bacterieni, imunitatea
pasiva reziduala la viteii tineri poate limita raspunsul detectabil al anticorpilor la vaccinare
la o varsta frageda. Totusi, utilizarea vaccinurilor vii modificate in cazul rinotraheitei
infectioase bovine si a diareei virale bovine stimuleaza un raspuns imun mediat celular
semnificativ la viteii cu imunitate pasiva reziduald la aceste boli.

Exista o gama larga de masuri preventive care sunt fundamentale pentru sanatatea
optima a viteilor in perioada de la nastere pana la intarcare. Un accent pe prevenire este
esential, limitdnd necesitatea unei interventii ulterioare, in special in ceea ce priveste
gestionarea bolilor sistemului gastro-intestinal si respirator.
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PARTEA II
CERCETARI PROPRII



CAPITOLUL 5 -SCOPUL, OBIECTIVELE SI CADRUL
ORGANIZATORIC AL CERCETARILOR
CHAPTER 5 - PhD THESIS AIM, OBJECTIVES AND
ORGANIZATIONAL FRAMEWORK OF THE RESEARCHES

Statisticile arata ca mortalitatea viteilor nou-nascuti este de peste 5% in efectivele
de vitei de lapte, printre cauzele principale numarandu-se statusul imun deficitar si bolile
infectioase.

Nivelul ridicat de mortalitate neonatala si dovezile privind persistenta esecului
transferului inunitatii pasive la vitei indica faptul ca prea multi vitei consuma prea putin
IgG din colostru sau nu sunt in masura sa o absoarba in mod eficient.

Modul cum este administrat colostrul, calitatea si cantitatea acestuia, cat si
momentul in care acesta se administreaza, sunt cei mai importanti factori de care depinde
obtinerea unei imunitati solide a nou-nascutului si implicit o protectie eficientd impotriva
bolilor neonatale. Managementul perioadei colostrale s-a tot schimbat Tn decursul anilor
n fermele de vaci de lapte din tara si din strdinatate. S-au imbunatatit metodele de testarea
a calitatii colostrului, de administrare si sterilizare a acestuia, lucruri care au dus la
scaderea riscului de transmitere directd a anumitor boli.

Totusi, bolile infectioase din perioada neonatala inca joaca un rol important in
mentinerea sanatatii viteilor, iar preventia acestora constituie o adevarata provocare. Un
nivel scazut al imunoglobulinelor din colostru se coreleazd cu imunitatea scazuta si
implicit, predispozitia vitelului de a contacta rapid o boala. Prin aplicarea unor bune
practici, aceste boli pot fi controlate aproape complet, ceea ce duce si la reducerea
pierderilor asociate. Prin implementarea unor bune proceduri de gestionare si un protocol
corect de profilaxie putem reduce semnificativ ratele de mortalitate a viteilor din perioada
neonatala.

Cercetarile bibliografice cu privire la tema propusa au urmarit 0 documentare
temeinica pentru a putea identifica toate aspectele referitoare la importanta statusului
imun in patologia neonatala a viteilor, atdt pe plan national cat si international. Studiile
de referinta fac parte din baze de date nationale si internationale care pot oferi informatii
actuale de specialitate si date de o Tnaltd acuratete.

Cercetarile intreprinse 1n cadrul tezei de doctorat au cuprins mai multe institutii
si cadre organizatorice:

# Laboratorul de Imunologie din cadrul Facultitii de Medicind Veterinari lasi;

+ Clinica de Boli Infectioase din cadrul Facultitii de Medicini Veterinari lasi;

# SynevoVet lasi - laboratorul medical veterinar care oferd cea mai mare gama de
analize veterinare din Europa de Est.
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+ BiogenVet Baciu - laborator medical veterinar pentru sinitatea animalelor de
rentd;
+ Ferma zootehnici PANIFCOM din comuna Vladeni, judetul Iasi.

Ferma zootehnica Panifcom este localizata in satul Brosteni, comuna Vlideni din
judetul Tasi. Este una dintre cele mai mari ferme din tara si este recunoscuta pentru
performanta in domeniul zootehnic in ceea ce priveste productia de lapte si ameliorarea
genetica a taurinelor. Tn anul 2015, a fost numitd ,,Cea mai productivi ferma din
Romania”, datorita unei lactatii record pentru anul de control 2014-2015 de 16.817,19
litri.

Efectivul total actual al fermei este 1670 de animale din rasa Holstein, efectivul
matca fiind de 860 de vaci, cu 0 medie zilnica de 42 de litri de lapte. Cea mai productiva
vaca din ferma ofera o medie de 70 de litri de lapte pe zi.

In ferma se pastreaza doar produsii de sex feminin. Taurasii se vand, cu exceptia
exemplarelor de mare valoare genetica. in anii 2018-2019, Ferma Panifcom a livrat 3
taurasi selectionati catre Centrul Bos Genetic din Ungaria, un centru de selectie a taurilor
de elita din Europa Centrala si de Est. Panifmont este primul tduras din Romania, care a
fost acceptat in Centru, Tn anul 2018, pentru a fi donator de material seminal de mare
valoare.

Prezenta tezd de doctorat se doreste a fi un studiu amplu privind influenta
statusului imun asupra rezistentei dobandite a viteilor nou-nascuti fata de bolile neonatale.
in acest sens, obiectivele tezei de doctorat au fost urmatoarele:

¢ investigatii epidemiologice, clinice §i anatomopatologice privind prezenta si
prevalenta infectiilor la vitei;

X3

A

diagnosticul de laborator in bolile infectioase la vitei;
cercetari privind influenta consumului de colostru asupra proteinelor serice totale

X3

S

la viteii nou-nascuti;
¢+ cercetari privind influenta consumului de colostru asupra lactoferinei serice la

viteii nou-nascuti;

«» cercetari privind influenta consumului de colostru asupra haptoglobinei serice la
viteii nou-nascuti;

¢ investigatii privind raspunsul imun al viteilor in urma aplicarii unei scheme de
imunizare activa;

% cercetari privind managementul colostrului si evaluarea transferului pasiv imun
in ferme de vaci de lapte.

Rezultatele obtinute in urma cercetarilor proprii au fost validate prin verificarea
si compararea datelor obtinute cu cele existente in literatura de specialitate si prin
publicarea a 3 lucrari stiintifice in extenso in cadrul Congresului Stiintific International:
Life Sciences today for tomorrow, respectiv volumul Revistei de lucrari stiintifice a
Facultatii de Medicina Veterinara lasi.
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CAPITOLUL 6 - INVESTIGATII EPIDEMIOLOGICE, CLINICE SI
ANATOMOPATOLOGICE PRIVIND PREZENTA SI
PREVALENTA INFECTIILOR LA VITEI
CHAPTER 6 - EPIDEMIOLOGICAL, CLINICAL AND
ANATOMOPATHOLOGICAL INVESTIGATIONS REGARDING
THE PRESENCE AND PREVALENCE OF INFECTIOUS
DISEASES IN CALVES

Cercetdrile Intreprinse au avut ca scop identificarea patologiilor de tip infectios
care afecteaza viteii nou-nascuti si stabilirea indicilor de morbiditate si mortalitate in
cadrul efectivului de vitei luat in studiu. Ancheta epidemiologica a fost realizata pe
parcursul a 3 ani de studiu, respectiv in perioada 2017-2019. Starea de sanatate a viteilor
a fost monitorizata zilnic. In urma anchetei epidemiologice, am notat in registru toti viteii
cu varsta cuprinsd intre 0 si 3 luni care au prezentat modificari clinice ale starii generale
de sanatate.

6.1. Evaluarea conditiilor de crestere a viteilor

Vacile gestante sunt intarcate la 210-215 zile de gestatie. Pe toatd perioada
intarcarii primesc o ratie furajera echilibrata, adaptata cerintelor lor fiziologice. La 250 de
zile de gestatie vacile sunt mutate in zona de maternitate.

Fig. 6.1 Boxa de fatare (original)
Fig. 6.1 Calving box (original)
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Cand se declanseaza travaliul, vaca este mutata intr-o boxa curata si dezinfectata
(fig. 6.1) si este supravegheatd in permanentd de catre personalul medical veterinar.
Imediat dupa fatare, vitelul este luat de langd mama lui si este cazat intr-o cusca

individuala (fig.6.2), cu asternut proaspat de paie.

Fig. 6.2 CU$t1 1nd1V1duale pentru Vltell nou-nascuti (original)
Fig. 6.2 Individual cages for newborn calves (original)
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-

Fig. 6.3 Administrarea laptelui la vitei cu MilkTaxi (original)
Fig. 6.3 Administration of Milk to Calves with MilkTaxi (original)
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In mod normal, viteii sunt mentinuti in aceste custi pana la varsta de intarcare,
respectiv de 2,5-3 luni, dar aceasta perioada poate varia in functie de numarul de fatari
din luna respectiva, care influenteaza direct gradul de aglomerare al custilor.

Vitelului nou-ndscut i se administreaza colostru cu ajutorul unei sonde esofagiene
in prima ord de viata. Pana la varsta de 1 luna, viteii primesc 3 mese de lapte pe zi.

Laptele folosit este recoltat doar de la vacile clinic sanatoase si este pasteurizat
cu ajutorul unui MilkTaxi prin incalzire la 60°C si apoi racire la 42°C (fig.6.3). Acesta se
administreaza la galeatd, de catre personalul care are in ingrijire viteii, sub atenta
supraveghere a personalului sanitar-veterinar.

Tncepand cu varsta de 38-40 de zile, viteii primesc 3 mese de lapte praf pe zi, pAna
la varsta de intarcare (2,5-3 luni). La acesti vitei care urmeaza a fi intarcati, se urmaresc
in special dezvoltarea corporala si cantitatea de furaj consumata - doar acei vitei care
consuma suficient furaj vor fi intarcati (Fulton, 2002).

Dupa intarcare, viteii sunt mutati in boxe comune, grupati in functie de varsta,
talie si marimea boxelor (fig.6.4).

Fig. 6.4 Boxe comune de cazare a viteilor (original)
Fig. 6.4 Common cages for housing calves (original)

6.2. Ancheta epidemiologici

Morbiditatea in primele 3 luni de viata este cauzata de tulburari digestive, boli
respiratorii si infectii ombilicale, potrivit unui studiu realizat pe 410 vitei din 18 ferme de
vaci lapte din statul New York (Virtala s.a., 1999). Tn efectivul de vitei luat Tn studiu,
morbiditatea la categoria de varsta 0-3 luni a Inregistrat o0 medie de 6,19%, cea mai mare

56



valoare Tnregistrandu-se Tn anul 2017, cu media de 9,88%, iar cea mai mica in anul 2019,
cu o0 medie de 4,71% (tabel 6.1).

Tabel 6.1/Table 6.1
Numarul de vitei cu afectiuni digestive si respiratorii
Number of calves with digestive and respiratory diseases

2017 2018 2019 Total
Efectiv vitei 0-3 1863 2234 2419 6516
luni
Vitei nr. 184 106 114 404
bolnavi Mb% | 9,88 4,74 4,71 6,19
Afectiuni nr. 65 41 52 158
respiratorii | Mb % | 35,33 38,68 45,61 39,11
Afectiuni nr. 119 65 62 246
digestive | Mb % | 64,67 61,32 54,39 60,89

Tn perioada anilor de studiu, morbiditatea afectiunilor digestive predomina,
nregistrand o medie totala de 60,89%, fiind urmata de afectiunile respiratorii care
inregistreaza o medie totala de 39,11% (tabel 6.1). Cea mai mare medie a cazurilor de
afectiuni digestive a fost inregistrata in anul 2017 - 64,67%, iar cea mai mica medie In
anul 2019 — 54,39 % (tabel 6.1, fig. 6.5). In ceea ce priveste afectiunile respiratorii, cea
mai mare medie a fost inregistrata in anul 2019 — 45,61, iar cea mai mica rata in anul 2017
— 35,33% (tabel 6.1, fig. 6.5).

80
60
40

20 Afectiuni digestive

Afectiuni respiratorii

2017 2018 2019

B Afectiuni respiratorii - B Afectiuni digestive

Fig. 6.5 Numarul de vitei cu afectiuni digestive si respiratorii
Fig. 6.5 Number of calves with digestive and respiratory diseases
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Datele bibliografice privind mortalitatea in randul viteilor nou-nascuti arata ca
variatia intre fermele de vaci de lapte a acestui indice este deosebit de mare, variind de la
cateva procente la peste 20% (Martin s.a., 1975a, b; Bendali s.a., 1999; Razzaque s.a.,
2009).

In tabelul 6.2 se poate observa ci in efectivul de vitei luat in studiu in perioada
2017-2019, morbiditatea a inregistrat o rata de 6,20 %, iar rata letalitatii a fost de 15,10%,
cu o ratd de morbiditate de 0,94 %. Reprezentarea graficd este redata in fig. 6.5. In anul
2019, s-a‘inregistrat cea mai mare rata a letalitatii — 19,30%, iar in anul 2017 cea mai mica
— 11,41% (tabel 6.2, fig. 6.6). In ceea ce priveste mortalitatea, cea mai mare rati s-a

nregistrat in anul 2017 — 1,13%, iar cea mai mica in anul 2018 — 0,81%.

Tabel 6.2/Table 6.2
Evolutia indicilor de morbiditate, mortalitate si letalitate
Evolution of morbidity, mortality and lethality indices

Vitei Vitei Vitei Mb L Mt

Anul | 0-3luni | bolnavi | morti % % %
nr. nr.
2017 1863 184 21 9,88 11,41 1,13
2018 2234 106 18 474 16,98 0,81
2019 2419 114 22 471 19,30 0,91
Total 6516 404 61 6,20 15,10 0,94
%
Total 6,20 15,10 J0,94
2019 4,71 19,30 ’ 0,91
2018 4,74 16,98 ’0,81
2017 9,88 11,41 1,13
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Mb L Mt

Fig. 6.6 Evolutia indicilor de morbiditate, mortalitate si letalitate
Fig. 6.6 Evolution of morbidity, mortality and lethality indices
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Se poate observa ca rata morbiditatii a scazut semnificativ din anul 2017, de laun
procent de 9,88% la 4,74% n 2018, respectiv 4,71% in 2019. Cauzele principale care au
determinat aparitia patologiilor de tip infectios la categoria de varstd 0-3 luni au fost
supraaglomeratia, factorii bioclimatici, precum temperatura scazuta, mai ales pe durata
iernii, umiditatea crescuta in padoc, deficiente ale ventilatiei si imposibilitatea asigurarii
unei igiene sanitar-veterinare corespunzitoare. In anul 2018, aceste aspecte s-au
imbunatatit considerabil prin amenajarea unui grajd nou care oferd un confort sporit
viteilor, ceea ce a determinat o scddere notabild a numarului de afectiuni la nivelul
efectivului.

Rata letalitatii viteilor tinde sa creasca odata cu cresterea dimensiunii efectivului
(Gulliksen s.a., 2009). Dupa cum se observa in tabelul 6.2, numarul total al viteilor Tn anul
2019 a crescut fata de anii 2017 si 2018, iar rata letalitatii viteilor a crescut de la 11,41%

Tn 2017 la 16,98 Tn 2018, respectiv 19,30% in 2019.
Tabel 6.3/Table 6.3
Viteii cu afectiuni digestive si respiratorii pe categorii de varsta
Calves with digestive and respiratory diseases by age categories

2017 2018 2019 Total / %
Nr. total de vitei -> 184 106 114 404
bolnavi nr. % |[nr.| % |[nr.| % nr. %

O-1lund | 8 (1231 7 [17,07| 7 [ 13,46 | 22 | 13,92
Afectiuni | 1-21uni | 23 [ 35,38 | 22 | 53,66 | 18 | 34,62 | 63 | 39,87
respiratorii ["2.3uni | 34 | 52,31 | 12 | 29,27 | 27 | 51,92 | 73 | 46,20
Total | 65 |41,10| 41| 26 |52 33,00 158 | 39,11
0-1luna | 59 | 49,58 | 41 | 63,08 | 36 | 58,07 | 136 | 55,28
Afectiuni | 1-2luni | 44 [ 36,97 | 20 | 30,77 | 22 | 35,48 | 86 | 34,96
digestive [23uni | 16 |1345| 4 | 6,15 | 4 | 6,45 | 24 | 9,76
Total | 119 | 48,4 | 65 | 26,4 | 62 | 25,2 | 246 | 60,89

In functie de categoriile de varsta care au prezentat interes in aceasti anchetd
epidemiologica desfasurata pe durata celor 3 ani, $-a observat ca viteii cu varsta de peste
2 luni au fost cei mai afectati de infectiile respiratorii — 46,20%, iar viteii cu varsta de 0-
1 luna au prezentat predominant afectiuni digestive — 55,28 % (tabel 6.3).

Tn anii 2017 si 2019, prevalenta infectiilor respiratorii a avut o ratd mai mare la
viteii cu varsta de 2-3 luni — 52,31 %, respectiv 51,92%, in timp ce Tn anul 2018 cei mai
afectati au fost viteii de 1-2 luni — 53,66% (fig. 6.7).
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2017

12,31

%
52,31 35,38

2018 2019

20,27 ‘

%
51,92

0-1lund  1-2luni W 2-3 luni

Fig. 6.7 Viteii cu afectiuni respiratorii pe categorii de varsta
Fig. 6.7 Calves with respiratory diseases by age categories

Afectiunile digestive s-au manifestat preponderent la categoria de varsta 0-1 luna,
cu medii de 49,58% in 2017, 63,08% in 2018, respectiv 58,07% in 2019 (fig. 6.8).

2017

13,45

2018 2019

- e

0-1lund 1-2luni = 2-3 luni

Fig. 6.8 Viteii cu afectiuni digestive pe categorii de varsta
Fig. 6.8 Calves with digestive diseases by age categories

S-a constatat, de asemenea, cd modificarile starii generale de sanatate au un
caracter sezonier. Afectiunile respiratorii sunt intalnite in sezoanele umede ale anului, in
special primavara — 65,12% si iarna — 61,48%. Acestea sunt favorizate de clima rece si de
umiditatea care rezulta din imposibilitatea asigurarii unei ventilatii corespunzatoare a

custilor si a grajdurilor (fig 6.9).
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Fig. 6.9 Distributia afectiunilor pe sezoane climatice
Fig. 6.9 Distribution of diseases by climatic seasons

Afectiunile digestive apar mai preponderent in lunile in care se Inregistreaza un
numar mare de fatari (mai-iulie, septembrie-octombrie), fapt care duce la supra-
aglomerarea padocurilor §i favorizarea conditiilor de microclimat pentru raspandirea
agentilor etiologici cu rol in tulburarile digestive (fig. 6.10). Boxele individuale devin
insuficiente, iar fluxul de mutare al viteilor este grabit. Se creeaza un stres care determina
dezechilibre ce duc la alterarea starii de sanatate.

2017-2019

120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00

0,00
lan Febr Mart Apr Mai lun lul  Aug Sept Oct Noi Dec

— Afectiuni respiratorii % — Afectiuni digestive %

Fig. 6.10 Distributia afectiunilor pe luni
Fig. 6.10 Distribution of diseases by months

61



6.3. Aspecte anatomo-clinice

Procentul de vitei morti cu afectiuni digestive a fost aproape dublu - 52,4%
comparativ cu procentul de vitei morti cu afectiuni respiratorii - 27,9% (fig.6.11).

Principalul simptom aparut in cadrul tulburarilor digestive a fost reprezentat de
diaree (fig. 6.12). In majoritatea cazurilor aceasta a fost insotita de febrd. De obicei,
cazurile afebrile s-au remis la scurt timp dupa aplicarea tratamentului simptomatic. La
viteii bolnavi, la care simptomele clinice nu au cedat tratamentului simptomatic, s-a
observat deshidratare moderata, colica, tenesme si timpanism (Paul L., 2005).

Diareea a aparut in principal la viteii cu varsta intre 3-21 zile. Tn majoritatea
cazurilor aceasta prezenta un aspect apos, uneori spumos, de culoare alb - gilbuie sau
galbena (fig. 6.12 A), rar cu strii sangvinolente. Cazurile de vitei morti cu semne digestive
s-au datorat Tn principal diareei care nu s-a remis in urma tratamentului si a dus la un grad
de deshidratare ridicat, inapetenta si, in final, starii comatoase aparute in urma acidozei
metabolice. De asemenea, moartea a survenit si in urma asfixierii determinati de
presiunea masei gastrice Tn cazurile de timpanism supraacut (fig.6.12 B, 6.13).

W Morti cu afectiuni digestive M Morti cu afectiuni respiratorii * Morti din alte cauze

Fig. 6.11 Cauzele mortii viteilor
Fig. 6.11 Calf’s death causes
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Fig. 6.12 Vitel cu diaree - A, vitel cu tin{panisﬁ ruminal acut - B(original)
Fig. 6.12 Calf with diarrhea - A; calf with acute ruminal tympany - B (original)

Fig. 6.13 Vitel cu timpanism ruminal si semne de colica (original)
Fig. 6.13 Calf ruminal tympani with signs of colic (original)
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Tabel 6.4/Table 6.4
Semne clinice i leziuni anatomopatologice in afectiunile digestive
Clinical signs and anatomopathological lesions in digestive disorders

Tabloul clinic si anatomopatologic in afectiunile digestive
Tabloul clinic Tabloul morfopatologic
- diaree (fig 6.12); - tren posterior si mucoasa perineala
- febra; murdara de fecale diareice (fig
- apatie; 6.11);
- inapetenta; - deshidratare, cahexie;
- mucoase aparente palide; - continut intestinal fluid si continut
- deshidratare; stomacal cu lapte nedigerat;
-tren posterior murdar de fecale - enterita cataral - hemoragica;
diareice apoase alb-galbui, - petesii i necroze in mucoasa
uneori hemoragice, urat gastrica si intestinala, in special in
mirositoare; ileon si jejun;
- colica, tenesme, meteorism, - timpanism, anse intestinale
bruxisme (fig. 6.13); destinse de gaze.
- cahexie. - congestie intestinala si congestie
hepatica ( fig. 6.14)

Fig. 6.14 Intestinal congestion - A; enlarged liver in volume, liver congestion - B (original)



In urma examenului necropsic, la viteii care, inaintea mortii, au prezentat un
tablou clinic predominant digestiv s-au observat leziuni de enteritd cataral - hemoragica,
insotita de denudari ale mucoasei gastrice, petesii si hemoragii la nivelul submucoasei,
continut intestinal spumos, lichid cu miros fetid. Ansele intestinale au fost destinse de
gaze si uneori insotite de invaginatie. La unii vitei, s-au intalnit si leziuni de hepato si
splenomegalie.

Tabel 6.5/Table 6.5

Semne clinice si leziuni anatomopatologice in afectiunile respiratorii
Clinical signs and anatomopathological lesions in respiratory diseases

Tabloul clinic si anatomopatologic in afectiunile respiratorii
Tabloul clinic Tabloul morfopatologic
- dipnee; - mucoasa nazala palida;
- tuse (fig. 6.15 B); - mucoasa traheala cu spumozitati
- jetaj (fig. 6.15 A); sau depozite muco-purulente;
- epifora (fig. 6.15 A); - congestie si edem pulmonar;
- febra, - dilatatie cardica ( fig. 6.16 B);
- apatie (fig. 6.15 A); - bronhopneumonie serohemoragica
- inapetenta; (fig. 6.16 A);
- puls accelerat. - ficat si splina marite Tn volum.

Fig. 6.15 Epiford, apatie, jetaj — A; tuse - B (original)
Fig. 6.15 Epiphora, apathy, watery nasal secretion - A; cough - B (original)
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Pe perioada celor 3 ani luati in studiu, afectiunile respiratorii au avut o rata de
morbiditate de 39,11% (tabel 6.1) si au fost pe locul 2 1a cauzele mortii viteilor cu varsta
de 0-3 luni, cu un procent total de 27,9% vitei morti (fig. 6.11).

Modificarile clinice respiratorii la viteii afectati au fost reprezentate in principal
de stéri febrile, epifora, jetaj, tuse, frecvent tahipnee si puls accelerat (tabel 6.5).

Fig. 6.16 Congestie pulmonara — A dilatatie cardiaci - B (original)
Fig. 6.16 Pulmonary congestion — A; cardiac dilation - B (original)

La examenul necropsic, leziunile principale au fost reprezentate de congestie si
edem pulmonar, bronhopneumonie serohemoragici si dilatatie cardiaca (fig. 6.16). in
bronhopneumonia ab ingestis, pe sectiune, in pulmon se exprima lapte.

6.4. Concluzii partiale

In urma investigatiilor epidemiologice, clinice si anatomopatologice privind
prezenta si prevalenta infectiilor la vitei, s-au constatat urmatoarele aspecte:

1. in efectivul de vitei luat in studiu, morbiditatea la categoria de vérsta 0-3 luni a
nregistrat o medie de 6,20%. Rata letalitatii a fost de 15,10%, cu o rata de mortalitate
de 0,94% in efectivul de vitei cu varsta de 0-3 luni.

2. Afectiunile digestive au fost cele mai frecvente, Tnregistrand o medie totald de
60,89%, fiind urmate de afectiunile respiratorii cu o medie totala de 39,11%. Viteii
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de peste 2 luni au fost cei mai afectati de infectiile respiratorii — 46,20%, iar viteii cu
varsta de 0-1 luna au prezentat predominant afectiuni digestive — 55,28 %.

Diareea a aparut in principal la viteii cu varsta Tntre 3-21 zile si prezenta un aspect
apos, uneori spumos, de culoare alb - galbuie sau galbena, rar cu strii sangvinolente.
Modificarile clinice respiratorii la viteii afectati au fost reprezentate in principal de
stari febrile, epifora, jetaj, tuse, frecvent tahipnee si puls accelerat.

Procentul de vitei morti cu afectiuni digestive a fost aproape dublu - 52,4%
comparativ cu procentul de vitei morti cu afectiuni respiratorii - 27,9%.

Rezultatele obtinute au fost comparative cu cele din literatura de specialitate
consultata (Perianu T., 2011, 2012).
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CAPITOLUL 7 - DIAGNOSTICUL DE LABORATOR IN BOLILE
INFECTIOASE LA VITEI
CHAPTER 7 - LABORATORY DIAGNOSTIC IN INFECTIOUS
DISEASES IN CALVES

Tn vederea stabilirii unui diagnostic cert s-au recoltat probe atat de la animale cu
semne clince de boala, cat si de la animale clinic sanatoase.

7.1. Materiale si metode

Analizele imunocromatografice de detectare rapida s-au efectuat n teren,
utilizdnd doua tipuri de teste comerciale rapide. Testele contin un dispozitiv
imunocromatografic cu flux vertical, in care antigenul de interes este captat pe membrana
de un anticorp monoclonal specific, in timp ce un al doilea anticorp marcat de particule
coloidale aurii va permite ca aceasta captare sa fie vizibila. Sensibilitatea si specificitatea
testelor sunt realizate prin utilizarea anticorpilor monoclonali. Urméand standarde inalte
de calitate, testele sunt validate in comparatie cu Multiscreen™ Ag ELISA Digestive-BIO
K348 si Monoscreen™ AgELISA Clostridium perfringens-B1O K 269 pe o cantitate mare
de probe.

|

e
Fig. 7.1 Kit de diagnostic rapid Rainbow Calf Scour: diluare proba - A; probe negative - B (original)
Fig. 7.1 Rainbow Calf Scour quick diagnostic kit: sample dilution - A; negative sample - B (original)

Huve Check Calf Scours se preteazd pentru a identifica rotavirusul,
coronavirusul, Cryptosporidium spp. si Escherichia coli, iar Rainbow Calf Scour (fig. 7.1
B), pe langa cei 4 agenti patogeni, se preteaza si pentru detectia infectiei cu Clostridium
perfringens. Probele de fecale au fost recoltate direct din rectul viteilor cu ajutorul spatulei
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din kit si, Tnainte de a fi puse n contact cu benzile de testare, au fost diluate si omogenizate
intr-un tub de analiza (fig. 7.1 A). Tuburile cu probele de fecale diluate si omogenizate,
au fost lasate in repaos timp de 10 minute pentru a permite lichidului sa difuzeze de-a
lungul benzilor si apoi au fost citite. Rezultatele obtinute au fost comparative cu cele din
literatura de specialitate consultatd (Abuelo si Alves-Nores, 2016).

Metodele de diagnostic reprezentate de examene bacteriologice, copro-
parazitologice, serologice, imunoenzimatice si de biologie moleculara au fost realizate n
cadrul laboratoarelor Synevovet lasi si BiogenVet Bacau.

Reactia imunoenzimatica este o metoda de diagnostic utilizata pentru a detecta
prezenta unor anticorpi sau antigene dintr-o proba. Este o reactie cantitativd foarte
sensibild, cu aplicatii diverse. Principiul reactiei este reprezentat de interactiunea dintre
antigene si anticorpi marcati cu o enzimd, in prezenta substratului enzimatic specific
(Horhogea C., 2015). In functie de elementul care se doreste a fi identificat, probele
recoltate au fost analizate cu doua tipuri de teste imunoenzimatice si anume:

+ ELISA indirecta, care s-a folosit pentru determinarea concentratiilor de

anticorpi anti-Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis si anti-
Neospora caninum din ser.

# ELISA de competitie, care permite identificarea anticorpilor anti-Herpes
virus bovin tip 1 (BHV-1). Acest tip de test imunoenzimatic permite
diferentierea animalelor vaccinate de cele nevaccinate si s-a folosit pentru
detectia Ac IBR (gE) din serul sangvin.

Tehnica PCR este 0 metoda de amplificare enzimatica in vitro a unei anumite
secvente de ADN. Din punct de vedere chimic, reactia PCR este constituita din cicluri
succesive de replicare in vitro. PCR a revolutionat complet detectarea ARN si ADN. PCR
traditional a avansat de la detectarea amplificarii la punctul final al reactiei, pana la
detectarea in timp real a acesteia (RT-PCR). Tehnica este utilizata pentru detectia
agentilor patogeni bacterieni si virali, iar un rezultat pozitiv indica prezenta AND-ului sau
ARN-ului agentului patogen.

7.2. Rezultate si discutii

Tn urma testelor efectuate la viteii cu tulburari digestive s-au obtinut urmitoarele
rezultate:

* Testele rapide imunocromatografice Rainbow Calf Scour si Huve Check°Calf Scours
(fig. 7.1) s-au efectuat din 154 de probe de fecale de la vitei cu varsta de 0-1 luna. S-
au obtinut rezultate pozitive pentru: Clostridium perfringens, Cryptosporidium
parvum, E. coli K99 (F5) si rezultate negative pentru rotavirus si coronavirus.
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Fig. 7.2 Kit de diagnostic rapid Huve Check Calf Scours - proba pozitiva pentru Cryptosporidium parvum
si Clostridium perfringens - A; Kit de diagnostic rapid Rainbow Calf Scour - proba pozitiva pentru E. coli
(original)

Fig. 7.2 Huve Check Calf Scours rapid diagnostic kit - positive test for Cryptosporidium parvum and
Clostridium perfringens - A; Rainbow Calf Scour rapid diagnostic kit - positive test for E. coli (original)

= Examen serologic - detectie anticorpi Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis,
metoda ELISA, din 50 de probe de sange de la vitei cu varsta de 0-1 luni. Rezultatele
au fost negative.

= Genom viral DVB-BM metoda RT-PCR din 60 de probe de sange de la vitei cu varsta
de 0-6 luni si 60 de probe de sénge de la tineret taurin <1 an. Rezultatele au fost
negative.

Tn urma testelor efectuate viteilor cu tulburdri respiratorii s-au constatat
urmatoarele rezultate:

= Examen bacteriologic s-a efectuat din 40 de probe de lavaj bronho-alveolar de la vitei
cu varsta de 2-3 luni. S-au obtint rezultate pozitive pentru: Mycoplasma bovis,
Pasteurella multocida, Coronavirus bovin, Histophilus somni. Rezultatele au fost
negative pentru: Mannheimia haemolitica, Influenta D, Moraxella spp.( fig. 7.3)

4 Examen serologic pentru detectie anticorpi IBR (gE), metoda ELISA, din 60 de probe
de sénge de la vitei cu varsta de 0-6 luni si 60 de probe de sange de la tineret taurin
<1 an. Rezultatele au fost negative.
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SYNEVOVET SRL

Laborator SYNEVOVET Inregistrat la:
B-dul Pache Protopopescu Nr. 81/EL. 2, Cam. 1, a¥s Bug - SIVET Triere
i e
i e T ¢ Telsfon: 0753 086 965
Telefon: syn evovetl r o326

Telffax: 021316 2160

" Adresa: Sir. Industriilor, Nr, 25, Chiajna, |ifov
Site:  www.synevovet.ro

Buletin de rezultate

e pacnt Poot (w14 (HTNTEIRA

Specie Bovina Contract: F - INTERVET- ROMANIA Cod de bare: 9900441945
Rasa Data inregistrarii: ~ 16/09/2019
Varsta: 3 luni Numar cerere: 99000755152
Sex: F Recoltat: External
Proprietar: Intervet - Punct de recoltare:

Adresa: Adresa:

Data recoftarii: ~ 15/09/2019 15:17 Data rezullat: 30/09/2019

Valari in afara limitelor admise :I
pontru varsta sl sexul respecty
Denumire: Rezultat UM Interval da referinta I

Profil Bovine - PCR

Pneumovirus respirator bovin (BRSV) - PCR
Alte produse biclogice / PCR Negativ

Parainfluenta bovina (PI3) - PCR
Alte produse biclogice / PCR Negativ
Mannhgimia hasmolytica - PCR
Alte produse biclogice / PCR Nogativ
Pasteurella multocida - PCR
Alte produse biclogice / PCR Pozitly

Mycoplasma bovis - PCR
Alte produse biclogice / PCR Pozitiv

Histophilus somni - PCR

Alte produse biclogice / PCR Pozitiv
Coronavirus bovin - PCR

Alte produse biclegice / PCR Pozitiv
Influenta D - PCR

Alte produse biclogice / PCR Negativ

Rinotraheita infectioasa bovina (IBR) - PCR

Alte produse biclogice / PCR Negativ
Diareea virala bovina (BVD) . PCR

Alte produse biclogice / PCR Negativ

Fig. 7.3 Buletin analiza — Profil respirator bovin, metoda PCR (original)
Fig. 7.3 Analysis bulletin - Bovine respiratory profile, PCR method (original)

% Examen secretie nazald pentru detectie anticorpi IBR (gE), metoda PCR din 60 de
probe de tampoane nazale de la vitei cu varsta de 0-6 luni si 60 de tampoane nazale
de la tineret taurin <1 an. Rezultatele au fost negative.

% Examen secretie nazala pentru detectie Pneumovirus respirator bovin (BRSV),
Virusul Parainfluentei tip 3, metoda PCR, din 20 de probe de tampoane nazale de la
vitei cu varsta de 0-3 luni. Rezultatele au fost negative.
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Tn urma unor alte analize suplimentare efectuate s-au constatat urmitoarele

rezultate:

% Genom viral Blue Tongue, metoda RT-PCR din 50 de probe de sange de la vitei cu

varsta <1 an. Rezultatul a fost negativ.

* Detectie anticorpi Neospora caninum, metoda ELISA din 50 de probe de sange de la
vitei cu varsta de 0-3 luni. Rezultatele au fost pozitive pentru 20 de probe.

% Examen coproparazitologic — 36 de probe de fecale de la viteii cu varsta 14-30 de
zile. Elemente parazitare intestinale absente in 24 de probe, in restul de 12 probe fiind

prezente oochisturi de Cryptosporidium spp. pe frotiurile examinate.

% Examen bacteriologic din 30 de probe de lapte de la vaci cu mamite acute si cronice.
Germeni izolati : E. coli, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae.

Tn urma testelor efectuate, Cryptosporidium parvum a fost cel mai frecvent agent
patogen detectat de la viteii cu sindrom diareic neonatal ih 17,53% din cazuri ca agent

patogen unic (tabel 7.1, fig. 7.4).

Prevalenta agentilor patogeni in fecalele viteilor

Prevalence of pathogens in calf feces

Tabel 7.1/Table 7.1

Agent patogen detectat Nr. %
probe

E.coli 8 5,19

E.coli + Cryptosporidium parvum 12 7,79
Cryptosporidium parvum 27 17,53
Cryptosporidium parvum + Clostridium 33 21,43

perfringens

Clostridium perfringens 18 11,69
Probe pozitive 98 66,64
Probe negative 56 36,36

Total probe recoltate 154 100

Infectia cu Clostridium perfringens a fost identificata in 11,69% din cazuri ca
unic agent patogen si in 21,43% in asociatie cu Cryptosporidium parvum (tabel 7.1, fig.

7.3).

Infectia cu E.coli factorul F5 a fost identificata doar in 5,19% din cazuri ca agent
unic patogen si in 7,79% din cazuri in asociatie cu Cryptosporidium parvum (tabel 7.1,

fig. 7.4).
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Fig. 7.4 Prevalenta agentilor infectiosi identificati in fecalele viteilor
Fig. 7.4 Prevalence of infectious agents identified in the faeces of calves

Rezultatele privind infectiile cu rotavirus si coronavirus au fost negative, iar
36,36% din probele recoltate au fost negative pentru toti cei 5 enteropatogeni cercetati.

Tabel 7.2/Table 7.2
Prevalenta agentilor patogeni in fecalele viteilor in prima luna de viata
Prevalence of pathogens in the faeces of calves in the first month of life

Virsta (saptaméani)

1 5 3 a Total
nr % nr % nr % nr % nr
E.coli 18 45 2 3,85 0 0 0 0 20

Clostridium 6 15 16 | 30,77 | 19 | 51,35 | 10 | 71,43 | 51
perfringens

Cryptosporidium | 16 40 34 | 65,38 | 18 | 48,65 | 4 | 28,57 72
parvum
Total 40 2797 52 36,36 37 2587 14 9,79 143

Cea mai mare ratd a infectiilor cu cei 4 agenti patogeni detectati in fecale s-a
nregistrat in a 2-a saptamana de viata, cu un procent de 36,36%, iar cea mai mica rata s-
a inregistrat in saptamana 4, cu un procent de 9,79% (fig. 7.5).
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Fig. 7.5 Prevalenta infectiilor digestive la vitei in prima luna de viata
Fig. 7.5 Prevalence of pathogens in the faeces of calves in the first month of life
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E.coli © Clostridium perfringens & Cryptosporidium parvum

Fig. 7.6 Prevalenta agentilor patogeni in fecalele viteilor in prima luna de viata
Fig. 7.6 Prevalence of pathogens in the faeces of calves in the first month of life

Infectia cu Cryptosporidium parvum a fost cel mai des Tntélnita la varsta de 2
saptamani (62,50%), iar Clostridium perfringens a fost cel mai des identificat la viteii in
varsta de pana la 3 sdptamani in procent de 57,57% (fig. 7.6). Infectia cu E. coli, factorul
enteropatogen F5, a fost identificatd in proportie de 45% la categoria de varsta sub o
saptamana si in proportie de 4,16% la viteii de 1-2 saptamani (fig. 7.6).
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Rezultatele celor 40 de probe de lavaj bronhoalveolar au evidentiat 24 de probe
pozitive si 16 probe negative (tabel 7.3).
Tabel 7.3/Table 7.3
Prevalenta agentilor infectiosi identificati in lavajul bronhoalveolar la viteii cu varsta de 2-3 luni
Prevalence of infectious agents identified in bronchoalveolar lavage in calves aged 2-3 months

Agent patogen detectat Nr. %
probe
Pasteurella multocida 4 10
Pasteurella multocida+Mycoplasma bovis 5 12,5
(P+M)
Pasteurella multocida+Mycoplasma bovis+ 3 7,5

Histophilus somni+Coronavirus bovin
(P+M+H+C; fig. 7.2)

Mycoplasma bovis 4 10

Mycoplasma bovis+Coronavirus bovin 4 10
(M+C)

Coronavirus bovin 2 5

Coronavirus bovin+Pasteurella multocida 1 2,5
(C+P)

Histophilus somni 1 2,5

Probe pozitive 24 60

Probe negative 16 40

Total probe recoltate 40 100

[__ 10 7

= Pasteurella multocida
= P+M
= P+M+H+C

% | - | Mycoplasma bovis
| = M+C
A !
S~ = Coronavirus bovin
| P+(C

10
m Histophilus somni

Fig. 7.7 Prevalenta agentilor infectiosi identificati in lavajul bronhoalveolar la viteii cu varsta de 0-3 luni
Fig. 7.7 Prevalence of infectious agents identified in bronchoalveolar lavage in calves aged 0-3 months
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Tn urma testelor efectuate, Mycoplasma bovis a fost cel mai frecvent agent

patogen detectat la viteii cu varsta de 2-3 luni, in 10% din cazuri ca agent patogen unic,
n 12,5% din cazuri in asociatie cu Pasteurella multocida si in 7,5% din cazuri in asociatie
cu Mycoplasma bovis, Histophilus somni si Coronavirusul bovin (fig. 7.5).

Infectia cu Pasteurella multocida la viteii cu varsta de 2-3 luni a fost identificata

n 10% din cazuri ca agent patogen unic. Coronavirusul bovin a fost identificat doar n
5% din cazuri ca agent patogen unic, in 10% in asociatie cu Mycoplasma bovis si in 2,5%
in asociatie cu Pasteurella multocida.

7.1. Concluzii partiale

In urma investigatiilor bacteriologice, imunocromatografice, serologice si de

biologie moleculara pe probele recoltate, s-au obtinut urmatoarele rezultate:

1.
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Semnele clinice, morbiditatea, mortalitatea si letalitatea au fost evidentiate prin
rezultatele examenelor de laborator care au confirmat prezenta unor boli infectioase
care fac parte din patologia viteilor 0 -3 luni.

Infectia cu Clostridium perfringens a fost identificatd in 11,69% din cazuri, iar
infectia cu E.coli factorul F5 a fost identificata doar in 5,19% din cazuri.
Clostridium perfringens a fost cel mai des identificat la viteii in varsta de pana la 3
saptamani in procent de 57,57%, iar E. coli, factorul enteropatogen F5, a fost
identificat in proportie de 45% la categoria de varsta sub o saptamana.

Mycoplasma bovis a fost cel mai frecvent agent patogen detectat la viteii cu varsta de
2-3 luni, in 10% din cazuri ca agent patogen unic, Tn 12,5% din cazuri in asociatie cu
Pasteurella multocida si in 7,5% din cazuri in asociatie cu Pasteurella multocida,
Histophilus somni si Coronavirusul bovin.

Infectia cu Pasteurella multocida la viteii cu varsta de 2-3 luni a fost identificata in
10% din cazuri, iar Coronavirusul bovin a fost identificat doar in 5% din cazuri.



CAPITOLUL 8 - INFLUENTA CONSUMULUI DE COLOSTRU
ASUPRA PROTEINELOR SERICE TOTALE LA VITEII NOU-
NASCUTI
CHAPTER 8 - THE INFLUENCE OF COLOSTRUM
CONSUMPTION ON TOTAL SERUM PROTEINS IN NEWBORN
CALVES

Perioada neonatald se caracterizeaza printr-o crestere intensa si o adaptare a
ntregului sistem imun al vitelului nou-nascut la conditiile de viatd extrauterina. In tot
acest timp, necesarul de proteine al organismului este deosebit de ridicat. Proteina este
cea mai importantd componenta plastica a metabolismului, o sursd indispensabild de azot
biogen necesar in crestere, regenerare si imunitate. Formarea homeostaziei proteinelor
necesitd o mobilizare metabolica ridicatd la un nou-nascut si este insotita de o crestere
acuta a sistemelor de sinteza a proteinelor (Ling s.a., 2018; Ignatescu s.a., 2018).

Existd o relatie direct proportionala intre cantitatea serica a proteinelor totale si
IgG serice. Valoarea serica a proteinelor totale este un indicator al reusitei transferului
pasiv al imunitatii la vitel. Numeroase studii de cercetare au folosit concentratiile de
proteine serice totale si IgG din ser sau plasma pentru a evalua transferul imunitatii pasive
la viteii nou-nascuti (Elsohaby s.a, 2019, Kalaeva s.a., 2019).

Proteinemia la vitei este dependenta de varsta, fiind mai mica la fatare (4,5 - 4,8
g/dl), iar in cursul perioadei de aldptare creste avand valori intre 5,3-6,7 g/dl. Valoarea de
referinta pentru proteinele totale la viteii sugari, dupa Parvu (1999), este de 6,0 g/dl.

8.1. Materiale si metode

Pentru acest studiu, s-a format un lot de 42 de vitei din rasa Holstein, care au
primit o doza de 4 litri de colostru de la mamele lor, imediat dupa recoltare.

S-au recoltat 168 de probe de sange de la vitei cu varsta in intervalul 0-7 zile de
viata (la parturitie, la 24 de ore, la 48 de ore si la 7 zile), iar electroforeza proteinelor
serice s-a realizat in cadrul laboratorului Synevovet Iasi.

Electroforeza proteinelor serice este o metoda simpla, fiabila si specificd pentru
separarea diferitelor fractii proteice. Pentru analiza lor, se utilizeaza suporturi solide si pH
alcalin, iar toate componentele proteice sunt incarcate negativ si migreaza spre polul
pozitiv. Pe electroforegrama, dupa colorare, proteinele apar sub forma de benzi carora li
se masoara densitatea optica, fiecare banda avand un maxim de absorbtie. Prin
electroforeza se obtin cinci fractiuni proteice: albumina serica, a-globulinele 1 si 2, B-
globulinele si y-globuline, separate in benzi distincte. Unele sisteme de electroforeza pot
diferentia zona B Tn 2 benzi distincte B 1 si B 2 rezultdnd astfel 6 fractiuni proteice.
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Albumina, o 1 si f apar sub forma unor benzi omogene, bine definite. Fractiile a2, si y
apar ca benzi difuze, iar fractiunea y prezintd in partea sa centrald 0 zona mai intens
colorata (fig. 8.1).

Transferrin

Haptoglobin
s l| l LDL
VLDL \ >
. 2, .
Albumin 446" THemopexin T

ATT Immunglobulins
o2-M

B-globulins

o2-globulins Y-globulins

Fig. 8.1 Proteine serice umane - electropherograma capilara (Cecile Gay-Bellile s.a., 2003)
Fig. 8.1 Human serum proteins - capillary electropherogram (Cecile Gay-Bellile s.a., 2003)

lC3 complement

al-globulins

Electroforeza proteinelor serice este utilizatd pentru a evalua, diagnostica si
monitoriza o varietate de boli si ofera informatii de diagnostic importante (Alberghina si
colab. 2010). Mai multi factori fiziologici pot afecta nivelul proteinelor serice, inclusiv
varsta animalelor evaluate (Weaver si colab. 2000). Mai multe studii au confirmat ca
modificarile nutritiei la animalele tinere, cresterea si dezvoltarea corpului sunt insotite de
modificari dinamice ai multor indici ai profilelor hematologice, proteice, minerale,
enzimatice, energetice si ale altor profile, inclusiv profilul proteinelor serice (Mohri si
colab. 2007). Prin urmare, valorile de referinta Tn raport cu varsta animalelor ar trebui sa
fie ideale pentru interpretarea valorilor proteinelor serice, dar astfel de date la vitei sunt
rareori disponibile.

Mediile aritmetice, erorile si deviatiile standard (SE, SD) pentru fiecare variabila
din esantion au fost calculate folosind proceduri statistice descriptive din programul IBM
SPSS si Microsoft Office. Testele statistice folosite au fost Anova Simplu si Testul T-
independent.

8.2. Rezultate si discutii

Rezultatele analizelor dupa prelucrarea statistica sunt redate in tabelul 8.1.
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Concentratiile de proteine serice totale in raport cu varsta viteilor au prezentat
modificari puternic semnificative in prima saptamana de viata (0/7 zile: p<0,001, tabelul
8.1). Cea mai mica medie a concentratiilor a fost observata la nastere - 42,73 g/l, care a
fost urmata de o crestere semnificativ marcanta la o zi dupa aportul de colostru - 84,43 g/I
(0/24 h: p<0,001). Ulterior, valorile au scazut treptat pana la sfarsitul perioadei evaluate
(24 h/7 zile: p<0,002, tabel 8.1, fig. 8.1;).

90,00 84,43 81,45
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80,00 —————

70,00
50,00
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30,00 24,27 22,27 23,33 23,38
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10,00

0,00
Parturitie 240re 48 ore 7 zile

== Proteine totale == Albumine

Fig. 8.2 Modificarile concentratiilor proteinelor serice totale si albuminei la vitei in primele 7 zile de viata

(9/m)
Fig. 8.2 Changes in total serum protein and albumin concentrations in calves during the first 7 days of life

(a/m

Dintre proteinele serice totale, albumina a fost cea mai proeminentd fractie
proteica constituind, la nastere, 56,7% din totalul proteinelor serice (fig. 8.2).
Concentratiile albuminei au scazut semnificativ la o zi dupa aportul de colostru (0/24 h:
p<0,001), 1nsa din a 2-a zi de viatd se observa cresterea treptatd a valorilor (24 h/7 zile:
p<0,009, tabel 8.2, fig. 8.2, 8.3).

Diverse studii au arétat la vitei o crestere progresiva a concentratiilor de albumina
de la nastere pana la varsta de 80 de zile (Knowles s.a., 2000; JeZek s.a., 2006; Piccione
s.a., 2009). Conform lui Davis s.a. (1998), cresterea albuminei odata cu varsta este un
fenomen fiziologic, concentratiile mai mari de albumina la animalele tinere si in crestere
ajutand la mentinerea echilibrului metabolic.

Rezultatele obtinute in urma acestui studiu au aritat la vitei o scadere a
concentratiilor de albumind in primele doua zile de la fatare. Aceasta a fost urmatd de
cresterea treptatd a valorilor pana la sfarsitul primei saptdmani de viatd. Cele mai mari
valori relative au fost observate in ziua 0, imediat dupa fatare. Aceasta a fost urmata de
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scaderea cu peste 50% a concentratiei dupa aportul de colostru si o crestere a valorilor de
la ziua 2 dupa fatare.

100,00
90,00
£0,00
70,00
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50,00
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0,00

Parturitie 240re 48 ore 7 zile

H Proteine totale = Albumine

Fig. 8.3 Mediile concentratiilor relative ale albuminei serice la vitei in primele 7 zile de viata (%)
Fig. 8.3 Averages of relative serum albumin concentrations in calves during the first 7 days of life (%)

Potrivit lui Thomas (2000), acest fenomen este cauzat de modificarea
concentratiilor globulinei in timpul dezvoltarii (concentratii relative mai mari de albumina
si procente mai mici de y-globuline la viteii foarte tineri). Timpul de injumatatire mediu
al albuminei este de 14-16 zile la rumegatoare, dupa aceastd perioada ficatul fiind
responsabil pentru sinteza ei (Lassen s.a., 2004).
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Fig. 8.4 Modificarile raportului albumina / globulina (A/G) la vitei in primele 7 zile de viata
Fig. 8.4 Changes in albumin / globulin (A/G) ratio in calves in the first 7 days of life

83



Rezultatele prezentate sugereaza o schimbare marcantd a concentratiilor de
albumina si globuline la vitei in prima saptdmana de viata, care se reflectd in variatiile
Tnregistrate Tn raporturile A/G. Valorile medii din ziua 0 raportate la ziua 7 de viatd au
aratat modificari semnificative in timpul observatiei (p<0,001, tabel 8.1). Cea mai mare
valoare medie a fost Tnregistrata inaintea aportului de colostru (1,33) si cea mai scazuta
valoare semnificativa in prima zi dupa nastere (0,31). Din a 2-a zi de viata s-a constatat
cresterea valorilor raportului A/G (fig. 8.4). Alberghina s.a. (2010) sustin ca raportul A/G
trebuie interpretat cu precautie, acordand atentie partii modificate din raport, deoarece
astfel se permite clasificarea sistematica si identificarea disproteinemiilor.

Dintre alfa globuline, pentru fractia a1 s-au observat variatii semnificative legate
de varsta. Totodata, fractia a1 a fost prezenta in serul precolostral in raportul cel mai mare
—11,18 g/l (tabel 8.1, fig. 8.5) fata de toate fractiile proteice determinate.

13,14
14,00 ’ 12,65
9,81
10,00
8,00
6,00 4,93
3,14
4,00 259
1,54
2,00 /
0,00
Parturitie 24 0re 48 ore 7 zile

al-globuline =—a2-globuline

Fig. 8.5 Modificarile concentratiilor serice ale alfa-globulinelor la vitei in primele 7 zile de viata (g/1)
Fig. 8.5 Changes in serum alpha-globulin concentrations in calves during the first 7 days of life (g/l)

Dupa consumul de colostru, aceasta creste semnificativ (0/24 h: p<0,001), pentru
ca mai apoi, incepand cu a 2-a zi de viatd sa scada treptat (24 h/7 zile: p<0,001),
inregistrand o valoare de 9,81 g/l la 7 zile de viata. Constatari similare au fost raportate
de Piccione s.a. (2009). Szewczuk s.a. (2011) au gasit cele mai mari valori ale
concentratiei de a1-globuline la vitei in ziua a 5-a de viata comparativ cu valorile masurate
in ziua 30 de viata. Multe dintre proteinele din fazele acute de boald migreaza in regiunea
al-globulinei (haptoglobina, ceruloplasmina, al-glicoproteina acida, al-antitripsind),
astfel incat cresterea acestei fractii poate sa fie asociata cu starea inflamatorie si expunerea

84



la diversi factori stresanti (Kaneko 1997). Cu toate acestea, concentratiile mai mari de al-
globuline la vitei la scurt timp dupa nastere nu indicd neaparat un semn al activarii
proceselor inflamatorii si nici un semn al unei boli. Kaneko (1997) a raportat ca serurile
nou-nascutului si ale animalelor tinere contin cantitati mari de o-globuline datorate
concentratiilor mai mari ale unor proteine din aceasta fractiune, care trebuie sa protejeze
animalele tinere de atacurile imunologice.

O tendinta opusa a fost observata Insa in cazul fractiei 02, care a Inregistrat o
crestere semnificativa a valorilor concentratiilor serice in primele 48 de ore de viata (0/48
h: p<0,001). Valorile medii ale globulinelor a2 la o zi dupa aportul de colostru si pana in
ziua a 7-a de viata au fost aproximativ uniforme (tabel 8.1, fig. 8.5). Aceasta fractiune
include cateva proteine plasmatice de faza acuta precum o2-macroglobulina si amiloidul
seric A. Potrivit lui Lomborg s.a. (2008), nu numai stimulii inflamatorii, ci si conditiile
de mediu reprezintd un declansator important al schimbarii in faza acuta a proteinelor si
al cresterii concentratiilor de a-globuline, prin urmare aceste efecte pot fi prezente in
conditii care nu au neaparat legatura cu bolile inflamatorii. Prin urmare, cresterea valorilor
de a2-globuline la viteii din studiul de fatd pot fi asociate cu procesul normal de crestere
si pot fi legate de expunerea animalelor la schimbarea conditiilor de mediu si a factorilor
nutritionali.

Modificari semnificative in prima siptdmana de viata s-au inregistrat i pentru
fractiile B1- si f2-globuline. Cea mai mica concentratie relativa medie de B1-globuline a
fost gasita la nastere — 4,32 g/l. Valorile concentratiei au crescut treptat din prima zi de
viata si pana la varsta de 7 zile — 12,02 g/l (0/7 zile: p<0,001, tabel 8.1, fig. 8.6).

La nastere, concentratia medie de f2-globuline a fost foarte scazuta (0,5 g/1), insa
a crescut semnificativ de la 0 zi dupa aportul de colostru (0/24 h: p<0.001), cu o scadere
ulterioara a valorilor din a 2-a zi de viata (48 h/7 zile: p<0,004, tabel 8.1, fig. 8.6). Aceste
constatari pot fi legate de cresterea concentratiei unor proteine serice din aceasta fractie,
in special a complementului, care, la fel ca proteinele in faza acutd, este implicat in
raspunsul imun la factorii stresanti din mediu (Bernabucci s.a. 2009). Mai mult, cresterea
B1-globulinelor o datd cu varsta poate fi atribuitd unei cresteri a expunerii la agentii
ambientali (Franca s.a., 2011).

Cele mai mici concentratii medii dintre globulinele obtinute in ziua 0 au fost cele
pentru 2- si y-globuline (0,5 g/1, respectiv 0,24 g/1). La o zi dupa aportul de colostru s-a
observat o crestere marcanta in valorile lor (0/24 h: p<0,001, tabel 8.1, fig. 8.6, 8.7).
urmand ca, pand la sfarsitul studiului, sa inregistreze o tendintd de scédere continua in
ambele cazuri.
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Fig. 8.6 Modificarile concentratiilor serice ale beta-globulinelor la vitei in primele 7 zile de viata (g/1)
Fig. 8.6 Changes in serum beta-globulin concentrations in calves during the first 7 days of life (g/l)

Beta2-lipoproteina, transferina sau lactoferina si, ocazional, moleculele de
imunoglobulind de tip IgM si IgA migreazd in fractia proteicd de B2-globuline.
Concentratiile de lactoferind sunt foarte mari in colostru si in serul animalelor nou-nascute
(Sobczuk-Szul s.a., 2013). Prin urmare, cresterea rapida a concentratiilor de f2-globuline
la vitei la o zi dupa nastere poate fi cauzata de absorbtia lactoferinei din colostru.
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Fig. 8.7 Modificarile concentratiilor serice ale albuminei si fractiilor proteice gamma la vitei in primele 7
zile de viata (g/l)
Fig. 8.7 Changes in serum albumin concentrations and gamma protein fractions in calves in the first 7 days
of life (g/l)
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Proteinele care compun fractia y-globulina sunt in principal imunoglobulinele
(IgG, IgA, IgM, IgD si IgE). Determinarea proteinelor serice totale oferd informatii
estimative privind transferul pasiv al imunitatii, respectiv asupra cantitdtii de
gamaglobuline absorbite pasiv la nivel intestinal. Rezultatele studiului au indicat un efect
semnificativ asupra aportului de colostru. Concentratia medie de y-globuline la nastere a
fost de numai 0,24 g/l, dar a crescut semnificativ la o zi dupa aportul de colostru la 35,10
g/l (p <0,001). Tncepand cu a doua zi de viata, s-a observat o scidere treptatd semnificativa
a valorilor pana in a 7-a zi de viata (tabel 8.1, fig. 8.7). Relatia direct proportionala dintre
evolutia proteinelor totale si a gamaglobulinelor serice la viteii studiati este redata grafic
in fig. 8.7.

Modificdrile proteinelor serice la o zi dupa nastere reflectd absorbtia de
imunoglobuline colostrale in timpul primelor 24 de ore de la nastere. La vitei, in mod
normal, serul precolostral nu contine y-globuline, dar in cateva ore dupa ingestia
colostrului, apar y-globulinele in ser si absorbtia continua, conform diversilor autori, pana
la 36-48 de ore dupa nastere, dupa care permeabilitatea intestinului inceteaza (Weaver
s.a., 2000; Castro-Alonso s.a., 2008). Hammon s.a. (2002) au raportat ca, la nastere,
concentratiile de proteine serice ale majoritatii animalelor sunt destul de reduse si
cresterea valorilor in primele 24 de ore de viata reflecta absorbtia intestinala a proteinelor

Si Piccione s.a. (2009) au gésit, de asemenea, la vitei, cele mai mari concentratii totale de
proteine serice in prima zi de viatd. Rezultate asemanatoare fost inregistrate la miei de
catre Loste s.a. (2008).

Imunoglobulinele absorbite din colostru asigurd imunitatea umorala pentru viteii
nou-nascuti pand cand acestia pot produce singuri imunoglobuline 1n cantitati suficiente
pentru a oferi protectie impotriva agentilor infectiosi (Meyer si Harvey, 2004; Blum s.a.,
2006). Piccione s.a. (2009) au inregistrat in serul viteilor o scadere a y-globulinelor din
ziua 1 pana in ziua 15, cu o crestere mica a valorilor ulterioare din ziua 20, care poate fi
legata de dezvoltarea functiei limfatice.

8.3. Concluzii partiale

Dupa efectuarea cercetarilor privind concentratia proteinelor serice totale si a
fractiilor proteice in urma consumului de colostru pe loturile de vitei studiate, putem
concluziona urmétoarele:

1. Proteinele serice totale si fractiile proteice evaluate in raport au Tnregistrat schimbari
semnificative, Tndeosebi in ziua 0 (42,73 g/l), inainte de aportul de colostru, si la 24
de ore de la prima administrare a colostrului (ziua 1 - 84,43 g/l).
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Concentratia medie a proteinelor serice totale a crescut semnificativ, aproape
dublandu-se, de 42,73 g/l in ziua 0 pana la 84,43 g/l in ziua 1. Dupa acest timp,
valorile au scdzut treptat pana la sfarsitul studiului.

Rezultatele obtinute au aratat scaderi treptate ale valorilor concentratiilor de proteine
serice totale din a 2-a zi de viata si pana la sfarsitul primei saptamani, fiind influentate
semnificativ de varsta, cresterea si dezvoltarea viteilor.

In toate cele 6 fractiuni proteice au fost gisite schimbari variabile evaluate pe intreaga
perioada de studiu. Ele reflecta raspunsul nou-nascutilor la aportul de colostru si la
modificarile mediului inconjurator in perioada neonatala.



CAPITOLUL 9 - INFLUENTA CONSUMULUI DE COLOSTRU
ASUPRA LACTOFERINEI SERICE LA VITEII NOU-NASCUTI
CHAPTER 9 - THE INFLUENCE OF COLOSTRUM
CONSUMPTION ON SERUM LACTOFERRIN IN NEWBORN
CALVES

Lactoferina (lactotransferina) este o glicoproteina din familia transferinelor,
proteine capabile de a lega si a transfera ionii de Fe®. Lactoferina a fost izolata pentru
prima data din laptele bovin de Sorensen in 1939. Constituie cea mai mare fractie proteica
din zer si este prezentd in diverse lichide fiziologice, inclusiv plasma, lacrimi, saliva,
lichide vaginale, spermad, secretii nazale si brongice, secretie biliara, lichide gastro-
intestinale, urind, lichide sinoviale si amniotice, granule plasmatice si neutrofile.

Lactoferina are multiple proprietati, printre cele mai importante fiind cele
antimicrobiene (Embleton s.a., 2013), imunomodulatoare (Puddu s.a., 2009) si
antiinflamatorii (Conneely, 2001). Lactoferina a fost cercetata pe larg la om, in primul
rand la sugari si copiii mici (Manzoni §.a., 2012; Ochoa s.a., 2013; Pammi si Abrams,
2015; Manzoni, 2016) si existd dovezi ca lactoferina reduce severitatea si prevalenta
longitudinala a diareei (Ochoa s.a., 2013).

Lactoferina din laptele uman contine 691 de aminoacizi, iar cea din laptele de
vacd contine 689 aminoacizi. Ambele au omologie de secventa ridicatd si au proprietati
similare. Cu toate acestea, un scop important de productie al lactoferinei este de a
indeparta fierul de care virusii au nevoie pentru replicare si cataliza.
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Fig. 9.1 - Concentratia de lactoferina in laptele vacilor sanatoase (nr. = 189) intr-un efectiv de vaci de lapte
din Noua Zeelanda in timpul lactatiei timpurii (57 de zile de lactatie; K. Stelwagen, 2009)
Fig. 9.1 - Lactoferrin concentration in milk of healthy cows (nr. =189) in a commercial New Zealand dairy
herd during early lactation (57 days in milk; K. Stelwagen, 2009)
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Lactoferina din colostru si laptele bovin a devenit tot mai importanta datorita
gamei variate de proprietati biologice si astdzi prezintd un potential adjuvant in
chimiopreventia cancerului de colon si a altor tipuri de cancer. Un studiu recent a luat in
considerare lactoferina ca posibil adjuvant terapeutic in infectia cu SARS-COV2 la
oameni, datoritd activitatii anitivirale puternice Tmpotriva unui spectru larg de virusi ADN
si ARN cu sau fara capside. Lactoferina poate actiona de fapt direct asupra virusului sau
asupra receptorilor sdi celulari. De exemplu, poate bloca proteinele spike (S) ale COVID-
19 de a se lega de celulele gazda, creind astfel un mecanism de aparare al gazdei impotriva
virusului (Yilmaz s.a., 2020).

Concentratia lactoferinei din lapte variaza considerabil la vacile sanatoase (fig.
9.1). Tn probele de lapte colectate dintr-o turma de 189 de vaci sanitoase, s-au inregistrat
mai mult de 20 de diferente in concentratiile de lactoferind (Stelwagen, 2009).

La animale au fost efectuate mai putine studii, dar, cu toate acestea, s-a dovedit
ca lactoferina reduce morbiditatea si imbunatateste rata de crestere la vitei (Robblee s.a.,
2003). Studiile au indicat, de asemenea, ca lactoferina poate duce la eliminarea agentilor
patogeni si, prin urmare, la reducerea incidentei bolilor neonatale prin mecanismul de
legare al fierului, inhibarea dezvoltarii bacteriilor (Singh s.a., 2002) si activitatea
proteolitica (Adlerova s.a., 2008).

9.1. Materiale si metode

Scopul acestui studiu a fost de a observa variatiile concentratiilor serice de
lactoferind n urma aportului de colostru.

In vederea realizarii studiului, in perioada noiembrie 2019 - ianuarie 2020, au fost
recoltate 40 de probe de colostru si 168 probe de ser de la vitei in intervalul 0-7 zile de
viata. Viteii au primit colostru proaspat recoltat de la mamele lor, imediat dupa fatare.
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Fig. 9.2 Kit ELISA pentru evaluarea cantitativa a lactoferinei (original)
Fig. 9.2 ELISA kit for quantitative evaluation of lactoferrin (original)
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Pentru analiza probelor recoltate s-a utilizat kitul ELISA de competitie Bio-X

Diagnostics Bovine Lactoferrin (fig. 9.2) care permite determinarea concentratiei de
lactoferind din diverse lichide biologice (lapte, colostru, ser sanguin, etc.) si din unele
preparate industriale (lapte praf, pasta de dinti, saliva artificiala, etc.). Tehnica ELISA
este rapida si fiabild si este potrivitd in special pentru analiza unui numar mare de

esantioane.

Testul foloseste micropldci sensibilizate cu anticorpi policlonali specifici

lactoferinei bovine. Probele prelucrate corespunzator sunt incubate concomitent cu
conjugatul enzimatic specific format din lactoferind bovina purificata legata chimic de

peroxidaza.

1.
2.

SOy e

v Placi de microtitrare cu 96 de godeuri sensibilizate cu anticorpi anti-lactoferina
specifici;

v" Solutie de spalare (flacon 100 ml) concentrata (20x). Solutia cristalizeaza spontan

cand este rece. Se aduce flaconul la 21°C +/- 3°C pana la disparitia tuturor

cristalelor. Se amesteca bine, se dilueaza 1:20 cu apa distilata sau demineralizata.

Solutia diluata se depoziteaza la + 2 - 8°C;

Tampon de dilutie colorat (flacon 30 ml) pentru diluarea conjugatului. Acest

reactiv este gata de utilizare;

Conjugat enzimatic (flacon 50x) de lactoferina-peroxidaza;

Standard Lactoferina: 2 sticle cu aproximativ 80 mg de lactoferind bovina;

TMB (flacon 25 ml), gata de utilizare — Tetrametilbenzidina (substrat cromogen);

Solutie de stopare (flacon 15 ml) - acid fosforic 1 M.

\

AR NN

Mod de lucru:

Tnainte de utilizare toti reactivii s-au adus la 21°C +/- 3°C;

S-a diluat solutia de spilare concentrata in apa distilatd (in functie de numarul de
probe lucrate);

S-a preparat solutia standard de lactoferind dupd cum urmeaza: cu o balanta de 1nalta
precizie s-au cantarit exact 50 mg de pulbere, care s-au transferat intr-un recipient si
s-a dizolvat in 50 ml de PBS (Phosphate Buffered Saline), folosind un agitator
magnetic. Cand pulberea s-a dizolvat in intregime s-a transferat solutia intr-o sticla
de 1 litru si s-a completat volumul la 1 litru cu PBS. Dupad omogenizare s-a obtinut
concentratia de 50 pug/ml. Precizia testului ELISA depinde acuratetea cu care s-a
preparat aceasta solutie standard stock din care s-au preparat inca 8 dilutii ce contin
concentratii diferite de lactoferind, dupa cum se observa in tabelul 9.1.
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Tabel 9.1/Table 9.1
Dilutii standard pentru curba etalon
Standard dilutions for the standard curve

Dilutia Concentratia (ng/ml)

Solutia stock 1/1 50000
D1 (dilutia 1) 1/5 10000
D2 (dilutia 2) 1/7.5 6667

D3 (dilutia 3) 1/11.25 4444

D4 (dilutia 4) 1/16.88 2963

D5 (dilutia 5) 1/25.31 1975

D6 (dilutia 6) 1/37.97 1317

D7 (dilutia 7) 1/56.95 878

D8 (dilutia 8) 1/85.43 585

S-au diluat probele de ser si colostru in PBS, dupd cum urmeaza: colostrul bovin:
1/200, serul sangvin: 1/5 (fig. 9.3);

e e e = - . .:ﬁ,,v A
Fig. 9.3 Dilutii probe de colostru - A; dilutii probe de ser - B (original)
Fig. 9.3 Dilutions of colostrum samples - A; serum sample dilutions - B (original)

S-au distribuit in duplicat, cate 100 pl din cele opt dilutii ale solutiei standard (utilizate
pentru curba de calibrare), precum si din probele de ser si de colostru de testat;

S-a diluat 1:50 conjugatul enzimatic cu solutie tampon de diluare si s-au distribuit
cate 100 pl 1n fiecare godeu;

S-a sigilat microplaca cu folie si s-a incubat la 21°C +/- 3°C, timp de o ora;

S-a golit placa si s-a spalat de 3 ori cu cate 300 pl solutie de spalare diluata. S-a utilizat
Microplate Washer Stat Fax 2600;

S-au adaugat cate 100 pl de substrat cromogen (TMB) in fiecare godeu. Solutia de
cromogen trebuie sa fie absolut incolora, o culoare albastra vizibila, fiind semn de
contaminare;



Fig. 9.4 Aspect placa dupa adaugarea solutiei STOP (original)
Fig. 9.4 Plate appearance after addition of STOP solution (original)

10. S-a incubat timp de 10 minute, la 21°C +/- 3°C, la intuneric;

11. S-au adaugat cate 50 ul de solutie de stopare in fiecare godeu (culoarea albastra va
deveni galbena - fig. 9.4);

12. Citirea densitatii optice s-a realizat Tn interval de 5-10 minute cu ajutorul
spectofotometrului Stat Fax 3200 Awarness Technology, utilizand un filtru de 450
nm.
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Concentratie lactoferina (ng/ml)

Fig. 9.5 Curba standard de calibrare pentru calculul concentratiilor de lactoferina
Fig. 9.5 Standard calibration curve for calculating lactoferrin concentrations
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Pentru evaluarea cantitativa se utilizeazd o curba de calibrare obtinutd cu
ajutorul dilutiilor dintr-o concentratie cunoscuta de lactoferina bovina. Curba de calibrare
s-a realizat cu ajutorul programului Four Parameter Logistic Curve (log-log, fig. 9.5).

Mediile aritmetice, erorile si deviatiile standard pentru fiecare variabila din
esantion au fost calculate folosind proceduri statistice descriptive din programul IBM
SPSS si Microsoft Office. Testele statistice folosite au fost Anova Simplu si Testul T-
independent.

9.2. Rezultate si discutii

Rezultatele statistice ale analizelor efectuate sunt redate in tabelul 9.2.

Tabel 9.2/Tabel 9.2
Valorile concentratiilor serice de lactoferind in urma consumului de colostru la viteii
nou-nascuti
Serum lactoferrin levels after colostrum consumption in newborn calves

Colostru Servitei | Servitei | Servitei | Ser vitei
(mg/ml) ziua 0 ziva l ziua 2 ziua 7
(Mg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml)
X+SD 0,67 + 2,68 + 5,24 + 4,24+ 3,11+
0,42 1,05 1,87 1,91 1,8
SE 0,10 0,30 0,42 0,42 0,40
Minim 0,15 0,25 2,70 1,70 0,8
Maxim 1,40 3,97 9,05 8,60 7,4
Cl1 95% 0,22 0,67 0,87 0,89 0,84
Valoare p ser vitei ziua 0 — ser vitei ziua 1 p<0,0001*
p< 0,0002**

* Testul T Student, **Anova simplu

Tn cele 40 de probe de colostru de la vaci din rasa Holstein valoarea medie de
lactoferind colostrald a fost de 0,67+£0,42 mg/ml, cu o valoare maxima de 1,4 mg/ml si
minima de 0,15 mg/ml (tabel 9.2, fig 9.6).

Colostrul bovin contine concentratii mai mici de lactoferind decat colostrul altor
specii de animale (Masson si Heremans,1971). Tsuji s.a. (1990) au raportat 0 medie de
1,96 + 0,27 mg/ml pentru 45 de vaci Holstein, in timp ce Yoshida s.a. (2000) au raportat
0 medie de 0,34 £ 0,23 mg/ml pentru 6 vaci prin cromatografie. Stelwagen s.a. (2009)
sustin de asemenea ca in colostru bovin se gésesc cantititi mari de lactoferind, ce variaza
intre 1 si 5 mg/ml.
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Fig 9.6 Concentratiile de lactoferina din probele de colostru (mg/ml)
Fig 9.6 Lactoferrin concentrations in colostrum samples (mg/ml)

Lactoferina este influentata in mod semnificativ de numarul de lactatii si de
productia zilnica de lapte (Cheng s.a., 2008). Concentratia sa poate creste de multe ori,
chiar pana la 100 mg/ml, in timpul involutiei glandei mamare. Lactoferina este, de
asemenea, prezentd in concentratii mari (pand la 100 mg/ml) in secretiile mamare ale
vacilor care nu alapteazd. Ca proteind antimicrobiand, lactoferina produsa de glanda
mamara poate avea un rol dublu, protejand atat glanda mamara, cat si intestinul viteilor
nou-nascuti (Cheng s.a., 2008).

Utilitatea potentiala a lactoferinei ca predictor al imunitétii pasive a fost evaluata
de Gokce s.a. (2014) la miei. Studiul lor a relevat importanta lactoferinei in prevenirea
dezvoltarii bolilor la miei si in evaluarea calitatii colostrului, prin corelatia pozitiva intre
valorile lactoferinei colostrale si IgG. Holloway s.a. (2002) au sugerat ca nu au existat
dovezi intre absorbtia colostrului si nivelurile de lactoferina serica. Dawes s.a. (2004) au
raportat ca au gasit niveluri de lactoferind serica inainte de absorbtia colostrului si ca
acestea sunt de aproximativ 5 ori mai mici decat nivelurile masurate la 24 h in serul
viteilor. Mai mult, acesti cercetatori au evidentiat o scadere progresiva a nivelurilor de
lactoferina serica din prima zi i pana la sfarsitul primei luni de viata a viteilor.
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Fig 9.7 Concentratiile de lactoferind din probele de ser
Fig 9.7 Lactoferrin concentrations in serum samples

In studiul de fata, concentratia medie a lactoferinei serice in ziua 0 (2,68 pg/ml)
a crescut de aproximativ 2 ori la o zi dupa aportul de colostru (5,24 pg/ml, tabel 9.2, fig.
9.7). In mod similar, Hurley si Sixiang (2000) au prezentat la viteii nou-niscuti o
concentratie serica scazuta a lactoferinei (1,09 pg/ml) imediat dupa nastere, care a crescut
de aproximativ 10 ori la 8 ore dupa primul colostru si ulterior a scazut treptat pand in a
doua zi de viatd. Acesti autori au sugerat ca tendinta de crestere a concentratiilor serice
de lactoferina a fost cel mai probabil cauzatd de absorbtia sa din colostru. Talukder s.a.
(2003) au relatat o concentratie relativ mica de lactoferind in plasma sanguind a viteilor
la nastere (0,20 pg/ml), care a crescut de aproximativ 10 ori la 6 ore dupa primul aport de
colostru, dar aceste concentratii mai mari au fost sustinute doar in primele 12 ore de viata.

Tendinta crescanda a concentratiei de lactoferind sericad bovind observatd in
studiul de fata la o zi dupa aportul de colostru mai mica comparativ cu rezultatele autorilor
mentionati mai sus, ar putea fi influentata de activitatea biologica a lactoferinei colostrale
absorbite, care este metabolizata rapid din sangele viteilor la aproximativ 12 ore dupa
aportul de colostru (Hurley si Sixiang 2000). De asemenea, in continuare, se observa o
scadere progresiva a nivelurilor de lactoferind din prima zi pana la sfarsitul primei
saptimani de viata (Dawes s.a., 2004). In studiul de fatd, nivelurile de lactoferina au atins
varful la 24 de ore (5,24 pg/ml) si au scazut progresiv pana in a saptea zi de viata (3,11
pa/ml, fig. 9.7).
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Tabel 9.3/Table 9.3
Valorile concentratiilor lactoferinei serice la vitei in raport cu valorile concentratiilor de
lactoferina colostrala
Serum lactoferrin concentrations in calves relative to colostrum lactoferrin
concentrations

Parametri | Colostru | Ser vitei | Ser vitei | Ser vitei | Ser vitei
statistici (mg/ml) ziua 0 ziual ziua 2 ziua 7
(Mg/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (pg/ml)
Grup 1
X+SD 0,40£0,2 | 2,63+1,28 | 5,07+2,18 | 4,14+ 2,26 3,12+
0 2,13
SE 0,06 0,48 0,58 0,60 0,57
Minim 0,15 0,25 2,70 1,70 0,8
Maxim 0,81 3,83 9,05 8,60 7,4
Cl 95% 0,14 1,19 1,26 1,3 1,23
Grup 2
X+SD 1,18+0,1 | 2,76+0,75 | 5,63£0,79 | 4,48+0,74 | 3,07+0,72
1
SE 0,05 0,34 0,32 0,3 0,29
Minim 1,11 2,07 4,90 3,8 2,12
Maxim 1,40 3,97 6,98 5,76 4,2
Cl195% 0,12 0,93 0,82 0,78 0,75
Valoare p G1 - ser vitei ziua 1 — G2 ser vitei ziua 1: p<0,01.
G1 - ser vitei ziua 2 — G2 ser vitei ziua 2: p<0,01.
G1 - ser vitei ziua 7 — G2 ser vitei ziua 7: p<0,01
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Fig. 9.8 Valorile concentratiilor lactoferinei serice la vitei in urma consumului de colostru
Fig. 9.8 Serum lactoferrin concentrations in calves following colostrum consumption

Concentratiile de lactoferind gasite In sdngele nou-nascutilor sunt dependente de
concentratia de lactoferind din colostrul ingerat si de cantitatea de colostru administrata,
sugereaza Cheng s.a. (2008). Pentru a testa aceasta ipoteza, am constituit 2 grupuri
experimentale, in functie de mediile concentratiilor de lactoferina colostrala obtinute, si
anume:

e Grupul 1 — concentratii de lactoferina colostralad cuprinsa intre 0,15-0,81 mg/ml,
cu o medie de 0,4 mg/ml, 20 vaci, 20 de vitei;

e Grupul 2 - concentratii de lactoferina colostrala cuprinsa intre 1,11-1,40 mg/ml
cu 0 medie de 1,18 mg/ml, 20 vaci, 20 vitei.

Concentratia medie a lactoferinei serice la viteii din grupul 2 a fost semnificativ
mai mare decét a celor din grupul 1 (p<0,03, tabel 9.3, fig. 9.8, 9.9). Acest rezultat
confirma faptul cd lactoferina din sangele nou-nascutilor este dependentd de concentratia
de lactoferina din colostrul ingerat, aga cum sugereaza Cheng s.a. (2008).

Dupa cum se poate observa in fig. 9.8 si 9.9, cantitatea de lactoferind serica la
vitei a fost direct proportionala cu nivelul de lactoferina din colostrul ingerat.
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Fig. 9.9 Valorile concentratiilor lactoferinei serice la vitei in raport cu valorile concentratiilor de lactoferina
colostrala
Fig. 9.9 Serum lactoferrin concentrations in calves relative to colostrum lactoferrin concentrations

Studiile anterioare au indicat faptul ca lactoferina colostrala are un rol important
in imunitatea neonatala si oferd protectie Impotriva bolilor. Protectia viteilor depinde de
prezenta lactoferinei colostrale Tn tractul intestinal in timpul primelor 2-3 saptimani de
viatd. De aceea este esentiala asigurarea unei hraniri adecvate cu colostru in aceasta
perioada pentru o eficacitate maxima a vaccinarii.

Intrucat in unele ferme, viteii primesc o doza de colostru imediat dup fatare, apoi
sunt hraniti fie cu lapte praf, fie cu lapte de vaca, fie cu lapte de vaca amestecat cu colostrul
de la vacile recent fatate, pentru a identifica corelatiile dintre metoda de hrénire, deci a
aportului de lactoferina colostrald, si diareea neonatald, am creat 2 loturi experimentale,
astfel:

= Lotul 1 — 15 vitei care au primit o doza de colostru in primele 2 ore de viata si
ulterior au fost hraniti doar cu lapte simplu de vaca, pasteurizat.

= Lotul 2 — 15 vitei care au primit o dozd de colostru in primele 2 ore de viata si
ulterior au primit colostru in amestec cu laptele de vaca, pasteurizat.

Rezultatele obtinute sunt redate in tabelul 9.4.
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Tabel 9.4/Table 9.4
Corelatia aportului de lactoferind colostrald si diareea neonatala Tn primele 14 de zile de

viata
Correlation of colostrum lactoferrin intake and neonatal diarrhea in the first 14 days of
life
Lotl Lot 2
Nr. total
15 15
Nr. vitei cu diaree 4 3
Mb % 26,6% 20%
Nr. vitei morti din cauza 0 0
diareei
Varsta medie a viteilor cu 10,5 13,3
diaree 7/15 10/14
minim/maxim (zile)
Durata medie a diareei 3,5 2,8
minim/maxim (zile)
Durata medie a 5 3
tratamentului diareei 417 3/5
minim/maxim (zile)

Dupa cum se poate observa in tabelul 9.4, morbiditatea la viteii cu diaree a fost
mai mare Tn lotul 1 (26,6%) comparativ cu lotul 2 (20%). De asemenea, durata medie
(zile) a diareei la cazurile Tnregistrate in lotul 1 a fost mai mare (3,5zile) comparativ cu
cea inregistrata in lotul 2 (2,8 zile), insa diferentele nu au fost semnificative, durata totala
a simptomelor clinice fiind in medie de aproximativ 3 zile in ambele loturi. Durata
tratamentului specific si nespecific aplicat a avut variatii mai mari in lotul 1 (4-7 zile) fata
de lotul 2 (3-5 zile).

Nu existd studii care sa determine relatia dintre boli i concentratia de lactoferina
sericd Tn urma aportului de colostru. Prin urmare, efectele potentiale ale lactoferinei
asupra protectiei Impotriva bolilor neonatale si imunitatea pasiva la vitei nu prea sunt
cunoscute. Chiar daca 1n lotul 2 morbiditatea a fost semnificativ mai micad comparativ cu
lotul 1, nu se poate afirma ca suplimentarea cu lactoferina colostrala previne aparitia
focarelor de boala, fapt dovedit de morbiditatea redusa din lotul 2 de vitei. Totusi, aceasta
poate oferi o protectie locala a viteilor care au primit colostru pe o perioada mai
indelungata de timp.
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9.3. Concluzii partiale

In urma cercetarilor privind variatiile concentratiilor de lactoferina serica la vitei
in urma consumului de colostru, extragem urmatoarele concluzii:

1. Modificarile semnificative ale concentratiilor serice de lactoferina, in special Tn ziua
1 de viata (5,24 ug/ml), cand, acestea aproape s-au dublat comparativ cu ziua 0 (2,68
ug/ml), evidentiaza raspunsul imun al viteilor obtinut prin consumul de colostru.

2. Lactoferina inregistreaza o scadere progresiva a concentratiei serice din prima zi si
pana la sfarsitul primei saptamani de viata, acest lucru fiind influentat de activitatea
biologica a lactoferinei colostrale absorbite.

3. Totodata, rezultatele obtinute au evidentiat ca lactoferina din sangele nou-nascutilor
este dependenta de concentratia de lactoferina din colostrul ingerat.

4. Lactoferina colostrala poate oferi o protectie locald extinsd pe o perioadd mai
indelungata de timp viteilor care au primit colostru in amestec cu laptele integral.
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CAPITOLUL 10 - INFLUENTA CONSUMULUI DE COLOSTRU
ASUPRA HAPTOGLOBINEI SERICE LA VITEII NOU-NASCUTI
CHAPTER 10 - THE INFLUENCE OF COLOSTRUM
CONSUMPTION ON SERUM HAPTOGLOBIN IN NEWBORN
CALVES

Haptoglobina este o glicoproteind care are ca functie principald legarea
hemoglobinei libere din sange. Prin eliminarea din circulatie a hemoglobinei libere care
are activitate peroxidazica inerentd, Hp previne deteriorarea oxidativa a tesuturilor (Yang
s.a., 2003). Gruparea Hp-hemoglobina reduce si disponibilitatea reziduului de hem din
cresterea bacteriand, prin urmare, Hp are o activitate antibacteriana indirectd (Murat H.
s.a., 2004).

Aportul de colostru influenteaza raspunsul sistemului imun al nou-nascutului,
inclusiv expresia haptoglobinei. Pe langd numeroasele sale functii biologice, Hp este
implicatd in raspunsurile de aparare ale gazdei la infectie si inflamatie (Dobryszycka,
1997). Hp este una dintre proteinele de faza acuta pozitive majore la bovine, care este
eliberata ca raspuns la citokinele proinflamatorii. Caracterizarea modificarilor
concentratiilor proteinelor de faza acuta dupa nastere poate ajuta la o mai buna cunoagtere
a rolului raspunsului inflamator in adaptarea nou-nascutilor la viata extrauterina.

Asigurarea unui aport adecvat de colostru este cel mai important factor pentru
sanatatea si supravietuirea viteilor deoarece colostrul contine concentratii mari de imuno-
globuline, antioxidanti si alti factori bioactivi care sustin dezvoltarea si maturarea
sistemului imun, inclusiv a imunitatii intestinale locale (Blum si Hammon, 1998; Chase
s.a., 2008).

La nou-ndscuti, sistemul imunitar este imatur si se presupune cd productia
endogend de Hp (pe baza cercetarilor la oameni) este scazutd. Spre deosebire de alte
proteine care sunt abundente in colostrul, cum ar fi IgG, Hp pare sa nu fie transferata in
circulatia vitelului (Gruse s.a., 2016).

Hiss-Pesch s.a. (2011) au evidentiat la purceii nou-nascuti o relatie directa intre
cresterea concentratiilor circulante de haptoglobina sericd si consumul de colostru imediat
dupa nastere. Acestia au raportat concentratii serice scazute de haptoglobina la purceii
nou-nascuti care a crescut substantial in primele 12 ore de viata la purceii care au primit
colostru, in comparatie cu cei care au primit inlocuitor de lapte. Pe baza acestor rezultate,
Hiss-Pesch s.a. (2011) au concluzionat cd Hp materna este transferata de la scroafa la
purceii nou-nascuti prin colostru si ca debutul sintezei endogene de haptoglobina la
purceii nou-nascuti este stimulat de colostru.
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Sadri H. s.a. (2020) au realizat acelasi studiu comparativ pe vitei, iar rezultatele
obtinute nu au indicat modificari semnificative a absorbtiei haptoglobinei plasmatice
dupd primul aportul de colostru la viteii nou-ndscuti. Acelasi rezultat 1-au obtinut si
Tothova s.a. (2011) care au sugerat ca acest lucru poate fi legat de modul diferit de sinteza
a haptoglobinei in ficat la viteii nou-nascuti comparativ cu purceii. Gruse s.a. (2016) au
raportat o crestere a concentratiilor plasmatice de Hp la viteii nou-ndscuti hraniti cu
fomula de lapte.

Cu toate acestea, rezultatele obtinute in cazul Hp plasmatice la viteii nou-nascuti
hraniti cu formula sau colostru sunt conflictuale.

Tntr-un studiu recent, Liermann s.a. (2020) au observat o tendintd de crestere a
Hp plasmatice la viteii hraniti cu colostru. Motivul acestei discrepante nu este clar; cu
toate acestea, se speculeazd cd aceste concentratii mai mari de Hp la viteii hraniti cu
formula pot sugera existenta unor procese inflamatorii mai severe comparativ cu viteii
hraniti cu colostru (Besser s.a., 1988; Ganheim s.a., 2007). Interesant, activarea
raspunsului imun local al mucoasei intestinale S-a redus la viteii carora li s-a administrat
colostru comparativ cu cei care au primit formuld de lapte (Norrman s.a., 2003). Aceste
cercetdri sunt sustinute de incidenta mai mare a infectiilor gastrointestinale la viteii hraniti
cu formula de lapte (Gruse s.a., 2016). Viteii care primesc colostru au o rezistenta mai
mare la infectii datoratd transferului pasiv al imunitatii impotriva agentilor patogeni
specifici, ceea ce duce la un nivel scazut al concentratiei de Hp in plasma.

10.1. Materiale si metode

Scopul acestui studiu a fost evaluarea variatiilor concentratiilor serice de
haptoglobini in urma aportului de colostru. In vederea realizarii studiului, in perioada
noiembrie 2019 — ianuarie 2020, au fost recoltate 168 probe de ser de la vitei in intervalul
0-7 zile de viata. Viteii au primit colostru proaspat recoltat de la mamele lor, imediat dupa
fatare.

Pentru analiza probelor recoltate s-a utilizat kitul ELISA sandwich Bovine
haptoglobin BIO-X Diagnostics. Testul utilizeaza micropliaci cu 96 de godeuri
sensibilizate cu anticorpi monoclonali specifici haptoglobinei bovine care asigurd
captarea specificd a proteinei din ser. Probele prelucrate corespunzator sunt incubate
concomitent cu conjugatul enzimatic specific format din haptoglobina bovina purificata
legata chimic de peroxidaza.

SOy e

v" Placi de microtitrare cu 96 de godeuri sensibilizate cu anti-haptoglobina bovina,
v" Solutie de spalare (flacon 100 ml) concentrata (20x). Solutia cristalizeaza spontan
cand este rece. Se aduce flaconul la 21°C +/- 3°C pana la disparitia tuturor
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cristalelor. Se amesteca bine, se dilueaza 1:20 cu apa distilata sau demineralizata.
Solutia diluata se depoziteaza la + 2 - 8°C;

v" Tampon de dilutie colorat 5x (flacon 50 ml) care trebuie diluat cu apa distilata
Tnainte de utilizare;

v" Calibrator (500 pl)

v" Conjugat enzimatic anticorpi anti-haptoglobind-peroxidaza (12 ml), gata de
utilizat;

v" TMB (flacon 12 ml), gata de utilizare — Tetrametilbenzidina (substrat cromogen);

v" Solutie de stopare (flacon 6 ml) - acid fosforic 1 M.

Bovine Haplogiobin ELISA Kit
1 micry

e entre microplate is sonsdsed with
anti-bovine haptogiobn anbbody

Fig. 10.1 Kit ELISA pentru evaluarea haptoglobinei (original)
Fig. 10.1 ELISA kit for haptoglobin evaluation (original)

Mod de lucru:

1. Tnainte de utilizare, toti reactivii s-au adus la 21°C +/- 3°C;

Se prepara calibratorii utilizati pentru obtinerea curbei de calibrare. Calibratorul
liofilizat se dizolva in 500 pl apa distilata. Dupa dizolvarea completa a acestuia, 150
pl sunt diluati in 1350 pl tampon de dilutie (dilutia 1/10);

S-a realizat dilutia probelor de ser de testat 1/1000;

S-au distribuit cate 100 pl din cei 7 calibratori (D1-D7) si din probele de ser diluate;
S-a sigilat microplaca cu folie si s-a incubat la 21°C +/- 3°C, timp de o ora;

N

© 0 kow

S-a golit placa si s-a spalat de 3 ori cu cate 300 pl solutie de spalare diluata. S-a utilizat
Microplate Washer Stat Fax 2600;
7. S-au distribuit cate 100 pl conjugatul enzimatic (fig. 10.2);
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Fig. 10.2 Distributia conjugatului enzimatic (original)
Fig. 10.2 Distribution of the enzyme conjugate (original)

8. S-asigilat microplaca cu folie si s-a incubat la 21°C +/- 3°C, timp de o or3;

S-a golit placa si s-a spalat de 3 ori cu cate 300 pl solutie de spalare diluata. S-a utilizat
Microplate Washer Stat Fax 2600;

S-au adaugat cate 100 pl de substrat cromogen (TMB) in fiecare godeu. Solutia de

cromogen trebuie sd fie absolut incolord, o culoare albastra vizibila, fiind semn de
contaminare;

11. S-a incubat timp de 10 minute, la 21°C +/- 3°C, la intuneric (fig. 10.3 A);

10.

i" 'r"‘\;‘,r‘\r'ﬁrl *x;tl: \;v‘ N'. B

Fig. 10.3 Aspect placa dupa addugarea substratului cromogen - A; aspect placa dupa stopare reactie - B
(original)
Fig. 10.3 Plaque appearance after the addition of the chromogenic substrate - A; plate appearance after stop
reaction - B (original)

12. S-au addugat cate 50 ul de solutie de stopare in fiecare godeu (culoarea albastrd va
deveni galbena) (fig. 10.3 B);
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13. Citirea densitatii optice s-a realizat in interval de 5-10 minute cu ajutorul
spectofotometrului Stat Fax 3200 Awarness Technology, utilizand un filtru de 450
nm (fig. 10.4).

Fig. 10.4 Spectofotometru Stat Fax 3200 Awarness Technology (original)
Fig. 10.4 State Fax Spectrophotometer 3200 Awareness Technology (original)

Pentru evaluarea cantitativa, se utilizeaza o curba de calibrare obtinuta cu ajutorul
dilutiilor dintr-o concentratie standard de haptoglobina bovina furnizata in kit. Pentru a
calcula concentratiile de haptoglobina din probele de ser de testat s-a realizat o curba de
calibrare ajutorul programului Four Parameter Logistic Curve (log-log), (fig. 10.5).

Mediile aritmetice, erorile si deviatiile standard pentru fiecare variabila din
esantion au fost calculate folosind proceduri statistice descriptive din programul IBM
SPSS si Microsoft Office. Testele statistice folosite au fost Anova Simplu si Testul T-
independent.

=——i4P| @ Standard

2,5

s | a -0.1589
. / b 0.5852
-] / c 660.5
215 d 5.943
g MSE 0.006227
£ 1 R® 0.9885
E - 88 0.04359
g SYX 0.1205

0 1/

Concentratia {(ng/ml)

Fig. 10.5 Curba standard de calibrare pentru calculul concentratiilor de haptoglobina
Fig. 10.5 Standard calibration curve for the calculation of haptoglobin concentrations
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10.2. Rezultate si discutii

Valorile obtinute 1n acest studiu au fost asemanatoare cu cele raportate de Orro
s.a. (2008), care au investigat modificarile temporale ale proteinelor de faza acuta la viteii
nou-nascuti.
Tabel 10.1/Table 10.1
Valorile concentratiilor serice de haptoglobind in urma consumului de colostru la viteii
nou-nascuti
Serum haptoglobin concentrations following colostrum consumption in newborn calves

Ser vitei ziua Ser vitei Ser vitei Ser vitei
0 ziua 1l ziua 2 ziua7
_ (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml)
X+SD 2,03+0,21 2,86 £ 0,87 542+ 7,43 +0,89
0,88
SE 0,06 0,22 0,21 0,22
Minim 1,72 1,72 4,31 6,32
Maxim 2,36 4,36 6,95 8,97
Cl 95% 0,14 0,47 0,45 0,47
Valoare p ser vitei ziua 0 — ser vitei ziua 1 p< 0,001
ser vitei ziua 0 — ser vitei ziua 7 p< 0,03

Analiza statisticd a rezultatelor obtinute a aratat ca media concentratici de
haptoglobina a inregistrat cele mai mici valori la parturitie (2,03 pg/ml). Ulterior, valorile
au crescut discret, dar semnificativ dupa administrarea colostrului (2,86 pg/ml; p<0.001,
tabel 10.1, fig. 10.6, 10.7).

Au fost observate variatii semnificative legate de varsta pentru concentratiile de
haptoglobina, cu o crestere treptata a valorilor pana in ziua a 7-a de viata (ser vitei ziua 0
— ser vitei ziua 7 p< 0,03, tabel 10.1, fig. 10.6 ). In mod similar, valori foarte scizute ale
haptoglobinei la nastere si o crestere in timpul primei saptamani de viata au fost raportate
si de alti autori (Orro, 2008; Tothova, 2015). Concentratii mari de Hp in primele doua
saptamani de viata au fost, de asemenea, demonstrate intr-un grup de 14 vitei (Knowless,
2000).
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Fig. 10.6 Valorile concentratiilor serice de haptoglobina in urma consumului de colostru
la viteii nou-néascuti
Fig. 10.6 Serum haptoglobin concentrations following colostrum consumption in newborn
calves
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Fig. 10.7 Dinamica concentratiilor de haptoglobind dupa administrarea colostrului
Fig. 10.7 Dynamics of haptoglobin concentrations after colostrum administration
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Pe de alta parte, un studiu anterior a descris cum concentratiile de haptoglobina
la viteii nou-nascuti nu difereau intre probele obtinute la nastere, la varsta de 1 zi si la
varsta de 10 zile (Schroedl, 2003). Concentratiile scazute de haptoglobina dupa nastere
pot fi legate de imaturitatea ficatului vitelului nou-nascut pentru a produce haptoglobina
intr-o situatie in care consumul de haptoglobina este crescut din cauza hemolizei
eritrocitelor fetale (Dobryszycka, 1997).

Transferul haptoglobinei materne prin colostru s-a demonstrat la purceii nou-
nascuti (Hiss-Pesch, 2011). Nivelurile crescute de haptoglobina au functia de protectie si
joaca un rol important in mecanismele de aparare intrinseci ale purceilor nou-nascuti care
sunt alaptati. Cu toate acestea, nu s-a demonstrat inca transferul direct de haptoglobina
prin colostru la viteii nou-nascuti, iar acest lucru poate fi legat de diferita reglare hepatica
a productiei de haptoglobina intre vitei si purcei (Hiss-Pesch, 2011).

Productia hepaticd de proteine de faza acutd este unul dintre mecanismele
implicate Tn compensarea unui sistem imunitar imatur in perioada neonatala timpurie, care
faciliteaza adaptarea la viata extrauterind. Modificarile concentratiei acestora au fost
recunoscute ca un instrument util pentru evaluarea sanatatii bovinelor.

pg/ml

Vitei vindecati 9,26

——————————

|— 55,45

T

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Vitei cu diaree

Fig. 10.8 Concentratiile de haptoglobina (medie) in serul viteilor cu diaree si a viteilor care s-au vindecat de
diaree. O diferentd cu o valoare P mai mica de 0,05 conform testului T a fost considerata semnificativa
(p<0,001)

Fig. 10.8 Haptoglobin concentrations (mean) in the serum of calves with diarrhea and calves that recovered
from diarrhe . A diference with a P value less than 0.05 according to T- test was considered signifcant
(p<0.001)

Hp si amiloidul seric A sunt cele mai frecvente proteine de faza acuta la bovine

(Cray, 2009). Proteinele de faza acuta sunt proteine plasmatice sintetizate de hepatocite
ca raspuns la stres, infectie, leziuni tisulare sau inflamatii. Un alt studiu a sugerat ca
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modificdrile concentratiilor de proteine de fazd acuta la nou-nascuti pot reflecta
mecanismele de adaptare necesare vietii extrauterine (Martin,2005).

Pentru a testa aceastd ipoteza, am analizat probele de sénge ale unui esantion de
20 de vitei, in momentul episoadelor de diaree si dupa vindecare. Rezultatele obtinute
sunt redate grafic in fig. 10.8.

O crestere a concentratiei de haptoglobind este in mod obisnuit legatd de
intensitatea unei reactii inflamatorii, prin urmare concentratia de haptoglobina serica a
fost mai mare la viteii cu semne clinice de diaree (55,45 + 163 pg/ml) comparativ cu
aceeasi vitei vindecati de diaree (9,56+ 23,7 pg/ml).

Concentratiile de haptoglobind sericd au fost de 5,8 ori mai mari la viteii cu
diaree, cu o diferenta semnificativa statistic (p <0,001) intre viteii bolnavi si viteii
vindecati.

10.3. Concluzii partiale

Cercetarile efectuate in vederea evaluarii variatiilor concentratiilor serice de Hp
in urma aportului de colostru la viteii nou-nascuti ne orienteaza spre urmatoarele
concluzii:

1. Rezultatele obtinute au aratat schimbari subtile, dar semnificative ale haptoglobinei
serice la vitei Tn urma consumului de colostru.

2. Cele mai mici valori obtinute au fost inaintea consumului de colostru (2,03 pg/ml),
iar cele mai mari la sfarsitul primei saptamani de viata (7,43 pg/ml).

3. Concentratiile mai mari de haptoglobina la vitei pot fi rezultatul unor factori de stres,
infectii sau a unor boli inflamatorii, precum diareea neonatala.
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CAPITOLUL 11 - INVESTIGATII PRIVIND RASPUNSUL IMUN
AL VITEILOR TN URMA APLICARII UNEI SCHEME DE
IMUNIZARE ACTIVA
CHAPTER 11 - INVESTIGATIONS REGARDING THE IMMUNE
RESPONSE OF CALVES AS A RESULT OF THE APPLICATION
OF AN ACTIVE IMMUNIZATION SCHEME

Vaccinurile administrate unei vaci inainte de fatare cresc anticorpii colostrali
Tmpotriva acelor antigene specifice. Acest lucru a fost demonstrat cel mai bine cu
vaccinurile care sunt administrate vacilor impotriva agentilor patogeni ai diareei neonatale
(Cortese, 2009). Aceste vaccinuri sunt concepute pentru a creste concentratia de anticorpi
colostrali Tmpotriva unor organisme specifice care cauzeaza diaree la vitei, cum ar fi
Escherichia coli, rotavirus si coronavirus. insi parerile sunt contradictorii. Ellis s.a.
(1996) au demonstrat ca titrul de anticorpi colostrali a crescut in urma vaccinarii vacilor
cu un vaccin viral viu modificat. De asemenea, Schmidt s.a. (2018) au demonstrat ca
imunizarea vacilor cu vaccin ce contine toxine Shiga inactivate si recombinate genetic,
determind un raspuns imun mai eficient al viteilor Tmpotriva tulpinilor de E.coli
producatoare de Shiga toxin in efectivul de vitei studiat.

Scopul acestui studiu a fost evaluarea nivelului de anticorpi specifici anti- BoRV,
anti-BoCV si anti-E.coli F5 (K99) in serul vacilor gestante, in colostru si in serul viteilor
nou-nascuti pentru a putea pune in evidenta transferul imun pasiv. Raspunsurile imune au
fost comparate pe baza titrurilor de anticorpi (evaluate prin ELISA) evidentiate in probele
analizate (digestive) in efectivele de bovine.

11.1. Materiale si metode

In vederea realizarii studiului comparativ s-au stabilit 2 loturi a cate 20 de perechi
de vaca-vitel de la care au fost recoltate 104 de probe de ser si 40 de probe de colostru in
perioada noiembrie 2019 — decembrie 2020.

Lotul martor a fost format din 20 de vaci, rasa Holstein, respectiv cei 20 de vitei
ai acestora. Lotului martor nu i s-a aplicat nici o metoda de imunoprofilaxie specifica, in
afara celor din programul strategic national, deci nici un vaccin contra rotavirus,
coronavirus sau E.coli F5 (K99).

Viteilor 1i s-a administrat o doza de 4 litri de colostru proaspat recoltat de la
mamele lor In prima ora de viata.

Probele de sange de la vacile gestante au fost recoltate in intervalul 240-250 de
zile de gestatie, iar probele de colostru imediat dupa parturitie. Probele de sange de la vitei
au fost recoltate Tn intervalul 24-48 de ore de viata.
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Lotul experimental a fost format din 20 de vaci Holstein care au fost imunizate
cu vaccinul Rotavec Corona la data de 23.10.2019, in dozd de 2 ml intramuscular, in
intervalul 220-230 de zile de gestatie si 22 de vitei proveniti din mamele vacinate. In lotul
experimental s-au Tntregistrat 2 sarcini gemelare. Probele de sdnge au fost recoltate la 21
de zile post vaccinare, respectiv in intrevalul 241-251 de zile de gestatie. Probele de
colostru au fost recoltate imediat dupa fatare.

Viteilor 1i s-a administrat o doza de 4 litri de colostru proaspat recoltat de la
mamele lor in prima ora de viatd. S-au recoltat probe de sange Tnaintea administrarii
colostrului si ulterior la 24-48 de ore de viata.

Probele de ser si colostru au fost testate pentru a evalua eficienta instaldrii unei
imunitati active la vacile gestante vaccinate si a unei imunitati pasive la vitei, ca urmare
a administrarii colostrului si a trecerii anticorpilor specifici de la nivel intestinal la nivel
sangvin. Cu ajutorul kiturilor ELISA specifice, au fost pusi In evidenta anticorpi specifici
anti-Coronavirus, anti-Rotavirus si anti-E.coli.

Fig. 11.1 Probe de ser - A; probe de colostru - B (original)
Fig. 11.1 Serum samples - A; colostrum samples - B (original)

Rotavec™ Corona MSD Animal Health este o emulsie injectabild pentru bovine
ce contine:

e Bovine rotavirus, tulpina UK-Compton, serotipul G6 P5 (inactivat) - 1/4 din doza
vaccinald stimuleaza un titru de anticorpi determinati prin virus neutralizare: > 7.7
log2/ml (Porci de Guineea).

e Bovine coronavirus, tulpina Mebus (inactivata) - 1/20 din doza vaccinala stimuleaza
un titru de anticorpi determinati prin ELISA: > 3.41 log10/ml (Porci de Guineea).

e E. coli F5 (K99) aglutinat - 1/20 din doza vaccinala stimuleaza un titru de anticorpi
determinati prin ELISA (OD492):> 0.64 (Porci de Guineea).

Vaccinul este indicat pentru imunizarea activa a vacilor gestante si a junincilor cu
producere de anticorpi Impotriva E. coli aglutinat F5 (K99), rotavirusului si
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coronavirusului bovin. In urma hranirii viteilor cu colostru de la vacile vaccinate, in
timpul primelor 2 pana la 4 saptamani de viatd, anticorpii prezenti au demonstrat ca:
e reduc severitatea diareei provocata de E. coli F5 (K99),
e reduc incidenta diareelor produse de rotavirus,
¢ reduc diseminarea virusului de catre vacile infectate cu rotavirus sau coronavirus.
Protectia pasiva impotriva patogenilor Incepe prin consumul de colostru. La viteii
hraniti artificial cu colostru, protectia va dura pana cand inceteaza hranirea, iar la viteii
hraniti natural, protectia impotriva rotavirusului va persista cel putin 7 zile si impotriva
coronavirusului cel putin 14 zile. Protectia viteilor depinde de prezenta anticorpilor
colostrali (de la vacile vaccinate) in tractul intestinal in timpul primelor 2-3 saptimani de
viata, pana cand viteii si dezvoltd propria imunitate. De aceea este esentiald asigurarea
unei hraniri adecvate cu colostru in aceastd perioada pentru o eficacitate maxima a
vaccindrii. Rezultate optime vor fi obtinute daca intreg efectivul va fi vaccinat, asigurand
viteilor din ferma un nivel minim al infectiei si excretiei virale.

Determinarea indirectd a titrurilor de anticorpi post vaccinali s-a realizat cu
ajutorul kiturilor imunoenzimatice de competitic ELISA Bovine Rotavirus BIO-X
Diagnostics , ELISA Coronavirus BIO-X Diagnostics pentru probe de ser si colostru,
respectiv ELISA blocking E. coli F5 (K99) BIO-X Diagnostics pentru probe de ser.
Analizele au fost efectuate In cadrul laboratorului de Imunologie al FMV lasi.

RN

Rotavirus bovine Elsa Kt se0
1

Mnﬂ“mew‘
For veterinary Use - In wro use
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Washing ¢
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For veterinary Use "

Fig. 11.2 Kit ELISA de competitie Bovine Rotavirus BIO-X Diagnostics (original)
Fig. 11.2 BIO-X Diagnostics Bovine Rotavirus Competition ELISA Kit (original)
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Pentru serodiagnosticul infectiilor cu rotavirus, s-a utilizat kitul ELISA de
competitie Bovine Rotavirus BIO-X Diagnostics (fig. 11.2), ce poate fi utilizat pentru
identificarea anticorpilor n serul sangvin, plasma si colostru. Tn acest fel se poate evalua
eficienta protectiei pasive specifice la viteii care primesc colostru de la vaci vaccinate
Tmpotriva rotavirusului. Resorbtia imunoglobulinelor specifice si nespecifice de la nivel
intestinal se realizeaza in cateva ore, dupa care aceastea pot fi puse 1n evidenta in serul
sangvin.

SO e e

v Placi de microtitrare cu 96 de godeuri sensibilizate cu antigen rotavirus;

v" Solutie de spalare (flacon 100 ml) concentrata (20x). Solutia cristalizeaza spontan
cand este rece. Se aduce flaconul la 21°C +/- 3°C pana la disparitia tuturor
cristalelor. Se amesteca bine, se dilueaza 1:20 cu apa distilata sau demineralizata.
Solutia diluata se depoziteaza la + 2 - 8°C;

v" Tampon de dilutie colorat 5x (flacon 30 ml) sticla coloratd pentru diluarea

probelor si a conjugatului enzimatic. Diluarea se face cu 1:5 cu apa distilata sau

demineralizata. Dacéa se formeaza un depozit in partea de jos a recipientul, se
filtreaza solutia cu hartie filtrantda Whatman;

Conjugat enzimatic anticorpi monoclonali anti-rotavirus-peroxidaza (2,5 ml).

Reactivul trebuie diluat 1:20 cu tamponul de dilutie;

Ser pozitiv (fl. 0,5ml);

Ser negativ (fl. 0,5ml);

TMB (flacon 25 ml), gata de utilizare — Tetrametilbenzidina (substrat cromogen);

Solutie de stopare (flacon 15 ml) - acid fosforic 1 M.

<

ASRNENERN

Mod de lucru:

1. Tnainte de utilizare toti reactivii s-au adus la 21°C +/- 3°C;
S-a realizat dilutia probelor;

N

3. S-au distribuit cate 100 pl din probele de ser si de colostru de testat diluate, precum
si serurile de referinta (serul pozitiv si serul negativ);

4. S-a diluat 1:20 conjugatul enzimatic cu solutie tampon de diluare si s-au distribuit
cate 100 pul in fiecare godeu;

5. S-asigilat microplaca cu folie si s-a incubat la 21°C +/- 3°C, timp de o or3;
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Fig. 11.3 Aspect placa dupa addugarea substratului cromogen - A,

il iyt 4

(original)

Fig. 11.3 Plaque appearance after the addition of the chromogenic substrate - A; plate appearance after stop

6.

10.

reaction - B (original)
S-a golit placa si s-a spalat de 3 ori cu cate 300 pl solutie de spalare diluata. S-a utilizat
Microplate Washer Stat Fax 2600;
S-au adaugat cate 100 pl de substrat cromogen (TMB) Tn fiecare godeu. Solutia de
cromogen trebuie sa fie absolut incolord, o culoare albastra vizibila, fiind semn de
contaminare;
S-a incubat timp de 10 minute, la 21°C +/- 3°C, la intuneric (fig. 11.3 A);
S-au adaugat cate 50 pl de solutie de stopare in fiecare godeu (culoarea albastrad va
deveni galbena - fig. 11.3 B);
Citirea densitatii optice s-a realizat in interval de 5-10 minute cu ajutorul
spectofotometrului Stat Fax 3200 Awarness Technology, utilizand un filtru de 450
nm.

Calcularea rezultatelor

Dupa masurarea densitatii optice (DO) a serului pozitiv si negativ (DO poz si DO

neg) si ale tuturor probelor de ser si de colostru (DO probe), s-a calculat procentul de
inhibitie (% inh) pentru fiecare proba testata si serul pozitiv cu ajutorul urmatoarelor
formule:

% inh proba = [(DO neg — DO proba) / DO neg] * 100
% inh pozitiv = [(DO neg — DO poz) / DO neg] * 100

Validarea testului
Testul poate fi validat numai daca sunt indeplinite urmatoarele doud conditii:
DO neg — DO poz > 0,5
% inh pozitiv > 40
Pentru validarea testului s-au aplicat formulele de calcul ale celor doi parametri.

v" DO neg- DO poz =1,868 - 0,281 =1,585> 0,5
v" % inh pozitiv = 84,85 > 40

115



Aplicand formula oferitd de producator s-au calculat valorile procentelor de
inhibitie ale probelor de ser si colostru, iar valorile se regésesc in tabelul 11.1.

Pentru serodiagnosticul infectiilor cu coronavirus s-a utilizat kitul ELISA de
competitie Bovine Coronavirus BIO-X Diagnostics (fig. 11.4), ce poate fi utilizat pentru
identificarea anticorpilor in serul sangvin, plasma si colostru. In acest fel se poate evalua
eficienta protectiei pasive specifice la viteii care primesc colostru de la vaci vaccinate
Tmpotriva coronavirusului. Resorbtia imunoglobulinelor specifice si nespecifice de la
nivel intestinal se realizeaza in cateva ore, dupa care aceastea pot fi puse in evidenta in
serul sangvin.

SIS

A —
O L 230NN
SCOR192S

Corona bovin Elisa Kit 5660
1 microplate
All the wells a0 coaded with Coronairus

wwm BlOX LOM

Fig. 11.4 Kit ELISA de competitie Bovine Coronavirus BIO-X Diagnostics (original)
Fig. 11.4 BIO-X Diagnostics Bovine Coronavirus Competition ELISA Kit (original)

v" Placi de microtitrare cu 96 de godeuri sensibilizate cu antigen coronavirus bovin
purificat;

v" Solutie de spalare (flacon 100 ml) concentrata (20x). Solutia cristalizeaza spontan
cand este rece. Se aduce flaconul la 21°C +/- 3°C pana la disparitia tuturor
cristalelor. Se amesteca bine, se dilueaza 1:20 cu apa distilata sau demineralizata.
Solutia diluata se depoziteaza la + 2 - 8°C;

v" Tampon de dilutie colorat 5x (flacon 30 ml) sticla coloratd pentru diluarea
probelor si a conjugatului enzimatic. Diluarea se face cu 1:5 cu apa distilata sau
demineralizatd. Daca se formeaza un depozit in partea de jos a recipientul, se
filtreaza solutia cu hartie filtranta Whatman;
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10.

<

Conjugat enzimatic anticorpi monoclonali anti-coronavirus-peroxidaza (1.25 ml).
Reactivul trebuie diluat 1:20 cu tamponul de dilutie;

Ser pozitiv (fl. 0,5ml);

Ser negativ (fl. 0,5ml);

TMB (flacon 25 ml), gata de utilizare — Tetrametilbenzidina (substrat cromogen);
Solutie de stopare (flacon 15 ml) - acid fosforic 1 M.

AN NI NN

Mod de lucru:

Inainte de utilizare, toti reactivii s-au adus la 21°C +/- 3°C;
S-a realizat dilutia probelor;

e ‘
2“3@.1'lm°°m>

_Soseeeesacl —

Fig. 115 Diiu;ii probe de colostru - A; repa%tiéare probe in placa - B (original)
Fig. 11.5 Dilutions of colostrum samples - A,; distribution of samples in the plate - B (original)

S-au distribuit cate 100 pl din probele de ser si de colostru de testat diluate, precum
si serurile de referinta (serul pozitiv si serul negativ);

S-a diluat 1:20 conjugatul enzimatic cu solutie tampon de diluare si s-au distribuit
cate 100 pul in fiecare godeu;

S-a sigilat microplaca cu folie si s-a incubat la 21°C +/- 3°C, timp de o ora;

S-a golit placa si s-a spalat de 3 ori cu cate 300 pl solutie de spalare diluata. S-a utilizat
Microplate Washer Stat Fax 2600;

S-au adaugat cate 100 pl de substrat cromogen (TMB) in fiecare godeu. Solutia de
cromogen trebuie sa fie absolut incolora, o culoare albastra vizibila, fiind semn de
contaminare;

S-a incubat timp de 10 minute, la 21°C +/- 3°C, la intuneric (fig. 12.3 A);

S-au adaugat cate 50 pl de solutie de stopare in fiecare godeu (culoarea albastrad va
deveni galbena - fig. 12.3 B);

Citirea densitatii optice s-a realizat in interval de 5-10 minute cu ajutorul
spectofotometrului Stat Fax 3200 Awarness Technology, utilizand un filtru de 450
nm.
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Calcularea rezultatelor

Dupa masurarea densitatii optice (DO) a serului pozitiv si negativ (DO poz si DO
neg) si ale tuturor probelor de ser si de colostru (DO probe), s-a calculat procentul de
inhibitie (% inh) pentru fiecare proba testata si serul pozitiv cu ajutorul urmatoarelor
formule:

% inh proba = [(DO neg — DO proba) / DO neg] * 100
% inh pozitiv = [(DO neg — DO poz) / DO neg] * 100

Validarea testului
Testul poate fi validat numai daca sunt indeplinite urmatoarele doud conditii:
DO neg-DO poz>0,5
% inh pozitiv > 40
Pentru validarea testului s-au aplicat formulele de calcul ale celor doi parametri.

v DOneg-DOpoz=2-0,029=1,971>0,5
v" % inh pozitiv = 98,55 > 40
Aplicand formula oferitd de producator, s-au calculat valorile procentelor de
inhibitie ale probelor de ser si colostru, iar valorile se regasesc in tabelul 11.2.

B0
—e £ coli F5 (K99) Elisa K2 se0
e 1 micr :
= Al the wells are coated with E. coki F5
0
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Washing Solution | &
100 mi (20%X) . se % B o1
" ®arinary use - in vitro Y s sexipol! 3 .
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o K 2%

Fig. 11.6 Kit ELISA blocking E. coli F5 (K99) B10-X Diagnostics (original)
Fig. 11.6 BIO-X Diagnostics E. coli F5 (K99) blocking ELISA Kit (original)

Escherichia coli enterotoxigena care poseda un aparat fimbrial (F5) bine
reprezentat cu rol de atasare la suprafata celulara poate fi identificata la vitei cu varsta mai
mica de trei zile, in special la subiectii care nu au primit colostru care sa contina anticorpi
impotriva acestui agent patogen si a antigenului fimbrial.
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Pentru identificarea anticorpilor serici postvaccinali transmisi prin colostru de la
mamele imunizate la vitei s-a utilizat kitul ELISA blocking E. coli F5 (K99) BIO-X
Diagnostics (fig. 11.6).

VP e

v" Placi de microtitrare cu 96 de godeuri sensibilizate cu antigen E. coli F5;

v" Solutie de spalare (flacon 100 ml) concentrata (20x). Solutia cristalizeaza spontan
cand este rece. Se aduce flaconul la 21°C +/- 3°C pana la disparitia tuturor
cristalelor. Se amesteca bine, se dilueaza 1:20 cu apa distilata sau demineralizata.
Solutia diluata se depoziteaza la + 2 - 8°C;

Tampon de dilutie colorat (flacon 60 ml) gata de utilizare;

Conjugat enzimatic anticorpi monoclonali anti-E.coli F5 - peroxidaza (0,3 ml).
Reactivul trebuie diluat 1:50 cu tamponul de dilutie;

Ser pozitiv (fl. 0,5ml) liofilizat, s-a reconstituit;

Ser negativ (fl. 0,5ml);

TMB (flacon 25 ml), gata de utilizare — Tetrametilbenzidina (substrat cromogen);
Solutie de stopare (flacon 15 ml) - acid fosforic 1 M.

ENERN

AN NEANEAN

Mod de lucru:

1. TInainte de utilizare, toti reactivii s-au adus la 21°C +/- 3°C;

2. S-arealizat dilutia 1:2 a probelor de ser de testat, precum si a serurilor de referinta
(serul pozitiv si serul negativ);

3. S-au distribuit cate 100 pl din probele de ser si de colostru de testat diluate, precum
si serurile de referinta (serul pozitiv si serul negativ);

4. S-asigilat microplaca cu folie si s-a incubat la 37°C, timp de 2 ore;

5. S-agolitplaca si s-a spélat de 3 ori cu cate 300 pul solutie de spalare diluata. S-a utilizat
Microplate Washer Stat Fax 2600 (fig. 11.7);

6. S-a diluat 1:50 conjugatul enzimatic cu solutie tampon de diluare si s-au distribuit
cate 100 pul in fiecare godeu;

7. S-asigilat microplaca cu folie si s-a incubat la 37°C, timp de 1/2 ore;

8. S-agolitplaca si s-a spalat de 3 ori cu cate 300 pl solutie de spalare diluata. S-a utilizat
Microplate Washer Stat Fax 2600;

9. S-au adaugat cate 100 pl de substrat cromogen (TMB) in fiecare godeu. Solutia de
cromogen trebuie sd fie absolut incolord, o culoare albastra vizibila, fiind semn de
contaminare;
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Fig. 11.7 Spalarea automata a placilor (original)
Fig. 11.7 Automatic plate washing (original)

10. S-a incubat timp de 10 minute, la 21°C +/- 3°C, la intuneric;

11. S-au adaugat cate 50 ul de solutie de stopare in fiecare godeu (culoarea albastra va
deveni galbend);

12. Citirea densitatii optice s-a realizat Tn interval de 5-10 minute cu ajutorul
spectofotometrului Stat Fax 3200 Awarness Technology, utilizdnd un filtru de 450
nm.

Calcularea rezultatelor
1 2 3 4 5 6 7

0.021 2263 2195 0.112 0.027 2.092 1.961
2158 0.13 0.248 2211 2277 2128 2114
0.034 2369 0.129 0.023 0.032 2.355 2.125
0.055 0.027 0.752 0.019 2.382 2.303 0.848
0.035 0.097 0.019 0.024 2342 2.142

0.481 2196 0.02 0.033 2354 2.237

0.03 0.052 2.061 2.231 2423 2.239

0.025 1.467 0.019 0.021 2281 2.237

Fig. 11.8 Valori densitati optice (DO) probe de ser si colostru (original)
Fig. 11.8 Optical density values (OD) serum and colostrum samples (original)

ITOTTMOOm®>

Dupa mésurarea densitatii optice (DO) a serului pozitiv si negativ (DO poz si DO
neg) si ale tuturor probelor de ser si de colostru (DO probe), s-a calculat procentul de
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inhibitie (% inh) pentru fiecare proba testatd si serul pozitiv cu ajutorul urmatoarelor
formule:

% inh proba = [(DO neg — DO proba) / DO neg] * 100

% inh pozitiv = [(DO neg — DO poz) / DO neg] * 100

Validarea testului
Testul poate fi validat numai daca sunt indeplinite urmatoarele doua conditii:
DO neg—-DO poz > 0,7
% inh pozitiv > 50
Pentru validarea testului s-au aplicat formulele de calcul ale celor doi parametri.

v" DO neg - DO poz = 2,159 - 0,021 = 2,138 > 0,7
v" % inh pozitiv = 99,22 > 50
Aplicand formula oferitd de producator, s-au calculat valorile procentelor de
inhibitie ale probelor de ser si colostru, iar valorile se regasesc in tabelul 11.3.
Datele statistice descriptive si comparatiile intra-grup au fost efectuate folosind
programele IBM SPSS Statistics Subscription si Microsoft Office Excel.

11.2. Rezultate si discutii

Analiza statistica a rezultatelor obtinute cu ajutorul kiturilor imunoenzimatice de
competitie ELISA Bovine Rotavirus BIO-X Diagnostics sunt redate in tabelul 5.1.

In urma administrarii vaccinului, se poate observa ci in lotul experimental nivelul
de anticorpi anti-rotavirus in serul vacilor gestante a crescut considerabil fata de lotul
martor, in lotul E Tnregistrandu-se o medie de 77% PI, fata de 41,5% PI in lotul M (valoare
p<0,001).

Totodata, un nivel seric crescut de anticorpi al vacilor gestante imunizate (lotul
E) a determinat un nivel ridicat al anticorpilor specifici sintetizati in colostru (79,3% PI),
ceea ce a dus la un grad mai mare de absorbtie serica la vitei (94,4% PI).
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Fig. 11.9 Graficul valorilor medii ale anticorpilor anti-rotavirus bovin (BoRV), exprimat Tn procente de
inhibitie % masurate cu ELISA competitiv din serurile vacilor gestante, colostru si serurile viteilor
Fig. 11.9 Graph of mean values of bovine anti-rotavirus antibodies (BoRV), expressed as% inhibition
measured with competitive ELISA from pregnant cows, colostrum and calves

in serul viteilor din lotul experimental se inregistreaza o medie de 94,4% PI cu
valori minime de 88,3% PI si maxime de 98,5% PI, iar in lotul martor s-a inregistrat o
medie de 59% PI si valori minime de 33,9% PI si maxime de 74,8% PI (tabel 11.1).
Diferenta dintre mediile din cele 2 loturi este semnificativ statisticd cu o valoare p<0,001.

Pe baza datelor din tabelul 11.1 s-a realizat figura 11.9 unde sunt reprezentate
grafic valorile medii ale PI% obtinute. Se poate observa ca nivelul de anticorpi serici
vaci-anticorpi colostrali-anticorpi serici vitei Tnregistreaza in ambele cazuri o curba
ascendenta, valorile cele mai ridicate inregistrandu-se Tn lotul experimental. Aceste valori
confirma faptul ca vaccinarea a crescut semnificativ titlurile de anticorpi serici specifici.

Tn tabelul 11.2 este redata analiza statisticd a rezultatelor obtinute cu ajutorul
kiturilor imunoenzimatice de competitie ELISA Bovine Coronavirus BIO-X Diagnostics.
Ca si 1n cazul analizei anticorpilor anti-rotavirus se poate observa ca in lotul experimental
nivelul de anticorpi anti-coronavirus in serul vacilor gestante a crescut considerabil fata
de lotul martor, in lotul E inregistrandu-se o medie de 96,2% P1I, fatd de 32,6% PI in lotul
M (valoare p<0,001).

Prezenta anticorpilor specifici anti-coronavirus a fost decelata intr-un nivel mai
mare in serul vacilor gestante in comparatie cu anticorpii serici anti-rotavirus bovin,
diferentele P1% dintre lotului E si M in cazul coronavirusului fiind mai mare (63,6% PI )
fata de aceeasi categorie Tn cazul rotavirusului (35,4% PI).
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Nivelul seric crescut de anticorpi al vacilor gestante imunizate (lotul E) a
determinat un nivel ridicat de sinteza a anticorpilor specifici in colostru (98,9% PI).

In serul viteilor din lotul experimental se inregistreazi o medie de 97,3% PI cu
valori minime de 89,7% PI si maxime de 99,2% PI, iar In lotul martor s-a Tnregistrat o
medie de 32,6% PI si valori minime de 27% PI si maxime de 49% PI (tabel 11.2).
Diferenta dintre mediile celor 2 loturi este semnificativ statisica cu o valoare p<0,001.

Pe baza datelor din tabelul 11.2 s-a realizat figura 11.10 unde sunt reprezentate
grafic valorile medii ale PI% obtinute in urma analizei anticorpilor anti-coronavirus
bovin.
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Fig. 11.10 Graficul valorilor medii ale anticorpilor anti-coronavirus bovin (BoCV), exprimat in procente de
inhibitie masurate cu ELISA competitiv din serurile vacilor gestante, colostru si serurile viteilor
Fig. 11.10 Graph of mean values of bovine anti-coronavirus antibodies (BoCV), expressed as percent
inhibition measured by competitive ELISA in pregnant cow sera, colostrum and calf sera

Ca si in cazul rotavirusului, se poate observa ca nivelul de anticorpi serici vaci-
anticorpi colostrali-anticorpi serici vitei inregistreaza o curba ascendenta in cazul lotului
M, in timp ce in lotul E valorile se mentin aproximativ in platou.

Valorile crescute ale PI% 1n cazul coronavirusului bovin in lotul E confirma
faptul cé vaccinarea a crescut semnificativ titlurile de anticorpi serici specifici.

Kitul ELISA blocking E. coli F5 (K99) BIO-X Diagnostics se preteaza pentru
testarea probelor de ser, nu si a celor de colostru. Analiza statistica a rezultatelor obtinute
este redata in tabelul 11.3.
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Tn lotul M, atat in serul vacilor gestante cat si in serul viteilor s-a decelat o
prezentd infima a anticorpilor anti-E.coli F5 (K99), cu o medie de 0,3% PI la vaci,
respectiv 0,2% PI la vitei si valori minime de 0 si maxime de 2% PI la vaci, respectiv
1,5% Pl la vitei.

Diferentele dintre lotul experimental si martor sunt semnificative statistic
(p<0,001), in lotul E Tnregistrandu-se o medie a nivelului de anticorpi anti-E.coli F5 (K99)
de 90,9% PI in cazul serului vacilor gestante si de 97,4% PI in cazul serului viteilor.

in lotul E, in cazul serului vacilor gestante valoarea minima a fost de 32,1% Pl si
maxima de 99,1% PI, in timp ce in serul viteilor s-a inregistrat o valoare minima de 88,5%
PI si maxima de 99,1% PL

Pe baza datelor din tabelul 11.3 s-a realizat figura 11.11 unde sunt reprezentate
grafic valorile medii ale PI% obtinute in urma analizei anticorpilor anti-E.coli F5 (K99).
Se poate observa ca 1n cazul lotului E, curba transmiterii anticorpilor specifici prin
colostru este ascendentd, in timp ce in cazul lotului M aceasta este aproximativ in platou.
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Fig. 11.11 Graficul valorilor medii ale anticorpilor anti-E.coli F5 (K99), exprimat in procente de inhibitie
masurate cu ELISA blocking din serurile vacilor gestante si serurile viteilor
Fig. 11.11 Graph of mean values of anti-E.coli F5 (K99) antibodies, expressed as inhibition percentages
measured by blocking ELISA in pregnant cow sera and calf sera

Deoarece infectiile cu rotavirus si coronavirus sunt endemice la bovine,
majoritatea vacilor adulte au fost infectate in mod natural. Raspunsul sustinut de anticorpii
evidentiati in serul si colostrul vacilor din lotul M, se datoreaza cel mai probabil unei
asemenea expuneri infectioase.
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De asemenea, si raspunsul imun al vacilor din lotul E se poate datora unei
expuneri infectioase primare anterioare vaccindrii sistemice, insa vaccinarea determina o
crestere evidenta a nivelurilor de anticorpi serici specifici.

Dacd in cazul rotavirusului si coronavirusului bovin s-au detectat Tn urma
analizelor titruri de anticorpi maternali sintetizati in urma unor infectii active (lotul M),
n cazul anticorpilor anti-E.coli F5 (K99) in lotul luat in studiu acestia au fost aproape
inexistenti.

Rezultatele obtinute au evidentiat faptul c¢a prin imunuzarea activa a vacilor n
ultima perioada de gestatie titrurile de anticorpi specifici au crescut semnificativ in lotul
E fatd de lotul M, la toate cele 3 tulpini infectioase. Acest lucru dovedeste eficienta
vaccindrii 1n efectivul de animale.

Sistemul imun al vitelului nou-ndscut este imatur si incapabil sa produca
suficiente Ig pentru a combate infectiile. Vitelul are o particularitate esentiald sub aspect
imunologic: titrul de anticorpi la nastere este zero, In perioada vietii intrauterine transferul
de anticorpi pe cale transplacentara de la mama la fat fiind nul. In consecinta, acesta se
naste fara imunitate umorald adecvata si este in totalitate dependent de transferul pasiv al
Ig maternale prin intermediul colostrului. Pentru a verifica aceasta ipoteza, s-au recoltat
probe de sange de la viteii din lotul experimental inainte de administrarea colostrului si
la 24/48 de ore dupa administrare pentru a pune in evidentd nivelul anticorpilor anti-
rotavirus, anti-coronavirus si anti-E.coli F5 (K99). Rezultatele sunt evidentiate Tn tabelul
11.4. In cele 22 de probe de ser recoltate inaintea administrarii colostrului nu s-a decelat
prezenta anticorpilor anti-rotavirus bovin, anti-coronavirus bovin sau anti-E.coli F5 (K99)
ceea ce evidentiaza importanta administrarii colostrului la viteii nou-nascuti in vederea
transferului imun pasiv de imunoglobuline specifice anti-infectioase.

Achizitia Ig prin absorbtie intestinala protejeaza vitelul pana la momentul in care
sistemul imun propriu devine complet functional. Studiile de specialitate au raportat faptul
ca viteii care au consumat colostru sintetizeaza cantitdti semnificative de Ig dupa 4
saptamani de viata, iar cei privati de colostru incepand cu primele 2 sdptimani de viata.
Viteii incep sa sintetizeze propriile imunoglobuline la un nivel normal la varsta de circa
8 saptamani.

Starea de sanatate a viteilor din lotul martor si cel experimental a fost
supravegheata 1n primele 28 de zile de viata si a fost evaluat fiecare caz de diaree clinica
aparut in efectiv. In vederea stabilirii unui diagnostic, s-au recoltat probe de fecale de la
viteii cu semne clinice de diaree si s-au testat folosind kitul de diagnostic rapid Huve
Checke°Calf Scours. Datele obtinute sunt redate in tabelul 11.5.
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Dupa cum se poate observa in tabelul 11.5, nu s-a Tnregistrat nici o mortalitate Th
cele 2 loturi comparative. Morbiditatea diareei clinice nsa a fost mai mare 1n lotul martor
(20%) comparativ cu lotul experimental (13,6%). De asemenea, nu sunt diferente
semnificative In ceea ce priveste durata diareei la cazurile inregistrate in cele 2 loturi,
aceasta fiind in medie de 3 zile. Durata tratamentului aplicat a avut variatii mai mari in
lotul martor (3-7 zile) fata de lotul experimental (3-5 zile).

Tabel 11.5/ Table 11.5
Evaluarea cazurilor de diaree clinica din loturile de vitei in primele 28 de zile de viata
Evaluation of cases of clinical diarrhea in calves in the first 28 days of life

Vitei Lot M Vitei lot E
- din mame - din mame
nevaccinate vaccinate
Nr. total 20 22
Nr. vitei cu diaree 4 3
Mb % 20% 13,6%
Nr. vitei morti din cauza diareei 0 0
Varsta medie a viteilor cu diaree 12,5 16,3
minim/maxim (zile) 8/20 14/19
Durata medie a diareei 3,3 2,9
minim/maxim (zile)
Durata medie a tratamentului 5 3,6
diareei minim/maxim (zile) 3/7 3/5
Nr. vitei pozitivi rotavirus /% 1/5% 0
Nr. vitei pozitivi coronavirus 0 0
Nr. vitei cu E.coli F5 (K99) /% 1/5% 1/4,5%

In urma testarii s-au identificat 3 cazuri pozitive, o singura infectie cu rotavirus
si doua infectii cu E.coli. Rezultatul a fost negativ pentru coronavirus in ambele loturi.

Chiar daca in urma vaccinarii s-a evidentiat un nivel ridicat al transferului imun
pasiv al anticorpilor specifici, hu se poate afirma ca vaccinarea previne aparitia focarelor
de boala, fapt dovedit de morbiditatea redusa din lotul experimental de vitei. Totusi, varsta
aparitiei diareei clinice mai mare in lotul E (14 zile) comparativ cu lotul M (8 zile) indica
o protectie mai indelungata a viteilor care au primit colostru cu un nivel mai ridicat de
anticorpi specifici obtinuti in urma imunizarii vacilor gestante ( lotul E). Aceasta se poate
explica prin faptul ca nivelul de anticorpi din colostru scade progresiv in primele 2 zile
de lactatie si ulterior din lapte. Titrurile mai mici de anticorpi specifici colostrali vor
sciadea mai repede sub pragul de protectie infectioasa, oferind o perioadd mai scurtd de
imunitate locala in lumenul intestinal al viteilor nou-nascuti.
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11.5. Concluzii partiale

In urma investigatiilor privind raspunsul imun al viteilor dupa aplicarea unei

scheme de imunizare activa specifica, concluziondm urmatoarele:

1.

Dupa imunizarea activa a vacilor gestante, titrurile de anticorpi specifici anti-rotavirus
bovin, anti-coronavirus bovin si anti-E.coli F5 (K99) au crescut semnificativ in lotul
experimental fata de lotul martor, atat in serul vacilor gestante, cat si in colostru si Tn
serul viteilor nou-nascuti.

In probele de ser recoltate inaintea administrarii colostrului nu s-a decelat prezenta
anticorpilor anti-rotavirus bovin, anti-coronavirus bovin sau anti-E.coli F5 (K99) ceea
ce evidentiaza faptul ca viteii sunt in totalitate dependenti de transferul pasiv al Ig
maternale prin intermediul colostrului.

Morbiditatea diareei clinice a fost mai mare in lotul de vitei nascuti din mame
nevaccinate (20%) comparativ cu lotul de vitei nascuti din mame vaccinate (13,6%),
iar durata tratamentului aplicat a avut variatii mai mari in primul caz (3-7 zile).
Varsta aparitiei semenelor clinice de diaree mai mare in lotul experimental (14 zile)
comparativ cu lotul martor (8 zile) indica o protectie mai indelungata a viteilor care
au primit colostru cu un nivel mai ridicat de anticorpi specifici.

Rezultatele obtinute in urma acestui studiu dovedesc eficienta administrarii unui
vaccin specific in prevenirea si protectia diareei neonatale infectioase in efectivele de
bovine, Tn urma consumului de colostru.
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CAPITOLUL 12 - CERCETARI PRIVIND MANAGEMENTUL
COLOSTRULUI SI EVALUAREA TRANSFERULUI PASIV IMUN
IN FERME DE VACI DE LAPTE
CHAPTER 12 - RESEARCHES REGARDING COLOSTRUM
MANAGEMENT AND EVALUATION OF PASSIVE IMMUNE
TRANSFER IN DAIRY FARMS

Scopul acestui studiu a constat in formarea unei imagini de ansamblu asupra
metodelor de gestionare a colostrului in fermele de vaci din Roménia si a avut ca obiectiv
obtinerea informatiilor cat mai actuale despre recoltare, manipulare, stocare si modul de
administrare a colostrului la vitei, precum si importanta acestor metode asupra starii de
sanatate a viteilor nou-nascuti.

Administrarea colostrului este recunoscuta ca fiind o componenta importanta a
mentinerii sdnatatii vitelului nou-nascut, deoarece o absorbtie adecvata a imuno-
globulinelor colostrale este necesara pentru formarea unui status imun competent.
Recomandarile actuale sunt de a administra 3 pana la 4 litri de colostru de inalta calitate
(>50g IgG/I) la viteii nou-nascuti, respectiv, cel putin 150-200g IgG, in decurs de 2 ore
de la nastere pentru a evita esecul transferului imunitatii pasive (Weaver s.a., 2000;
McGuirk si Collins, 2004; Chigerwe si colab., 2008).

Colostrul de inalta calitate are concentratii adecvate de imunoglobulina, este lipsit
de agenti patogeni si joacd un rol vital in sanatatea viteilor nou-nascuti. Procedurile care
scad riscul de contaminare cu agenti patogeni includ colectarea colostrului de la vaci clinic
sanatoase, alegerea metodei de stocare adecvate si pasteurizarea inainte de administrare.

Metodele de testare ale calitatii colostrului si ale serului sangvin la vitei in vederea
evaluarii transferului pasiv de imunoglobuline incep sa fie folosite la scara larga in cat
mai multe ferme. Evaluarea proteinelor serice totale (PST) prin refractometrie este o
metodd calitativa ce poate fi utilizatd pentru a determina cu succes reusita transferului
pasiv la vitei (Moore s.a., 2009). Masurarea calititii colostrului in teren, in special in
ferme, este o metoda fiabila, precisa si usor de executat. Studiile recente au sugerat ca
refractometrul este un instrument necesar pentru determinarea IgG din colostru si serul
bovin (Quigley s.a., 2002; Chigerwe s.a., 2009; Bielmann s.a., 2010; Morrill s.a., 2012).
Refractometria reprezintd o aproximare de finete a concentratiei de IgG deoarece
imunoglobulinele constituie o proportie mare de proteine din serul viteilor nou-nascuti,
iar Tntre acestea 1gG reprezinta cel mai mare procent. Numeroase rapoarte din literatura
de specialitate au documentat relatia dintre proteinele serice totale si IgG (Weaver s.a.,
2000; Godden, 2008) concluzionand ca evaluarea acestora cu ajutorul refractometriei
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poate fi implementata ca sistem de monitorizare in ferme pentru gestionarea corecta a
colostrului si ca predictor al sdndtatii viteilor.

Intelegerea rolului informatiilor in identificarea si imbunititirea gestiondrii
colostrului in ferme este un domeniu cheie de interes in cercetarea bunastarii animalelor.
Cresterea gradului de constientizare si educare a fermierilor cu privire la practicile legate
de sanatate, influenteaza pozitiv bunastarea viteilor (Beam s.a., 2009).

12.1. Materiale si metode

Pentru a evalua metodele de management ale colostrului in fermele de vaci de
lapte din Romania, am intocmit un chestionar standard cu Google Forms cu privire la
manipularea, testarea, depozitarea si administrarea colostrului. La acest studiu au
participat medici veterinari din 30 de ferme de vaci de lapte de pe teritoriul Romaniei.
Majoritatea fermelor au efective cuprinse intre 500 si 2000 de animale (fig. 12.1). Datele
au fost colectate din martie pana in iunie 2019, iar sondajul a inclus un interviu cu fiecare
dintre medicii veterinari.

Sud-Vest-2 x
Nord - 1 ferma :
ferme 3% Efectiv sub 500 Eectiv de
1000-2000

7% Nord-Est-5 de animale: 11 s
Sud-Est- 6 ferme ferme amfma £
e 17% 37%, ik
_36%
20%
Nord-Vest - 2
ferme
7%
Centru - 3
fe"i’,e Efectiv de 500-
s - 1000 animale:
Sud - 11 ferme ; ;’Sw
36%
Fig. 12.1 Distributia pe teritoriul Romaniei a celor 30 de ferme luate Tn studiu (A) si marimea efectivelor de
animale (B)
Fig. 12.1 Distribution in the Romania territory of the 30 farms studied (A) and the livestock numbers of the
farms (B)

Chestionarul utilizat a constat Tn 25 de intrebari cu alegeri unice sau multiple,
pentru a facilita interviul prin reducerea timpului necesar completarii si imbunatatirea
omogenitatii raspunsurilor. Chestionarul a inclus mai multe subiecte din studiile de
specialitate ale Sistemului National de Monitorizare a Sanatatii Animalelor din Statele
Unite ale Americii. De asemenea, am pregatit si adaptat intrebarile dupa consultarea cu
specialisti regionali In domeniul distributiei de medicamente in Romania, care ofera
consultantd in fermele pe care le viziteazd. Chestionarul a fost testat anterior pentru a
verifica fezabilitatea si a aratat ca interviul poate fi completat in aproximativ 10-15
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minute. Am incercat sa includem cat mai multe detalii posibile, in cat mai putine intrebari
si cu raspunsuri exacte, scurte si omogene, tocmai pentru ca am observat ca cei chestionati
nu au rabdarea de a participa la un chestionar care implica elaborarea de raspunsuri
complexe si care au un timp de raspuns foarte lung. Chestionarele completate au fost
examinate individual pentru a identifica raspunsurile aberante, atunci cand o intrebare a
fost probabil neinteleasa. Cu toate acestea, nu am intalnit astfel de situatii.

Variatiile concentratiilor de proteine serice in functie de metoda, calitatea si
cantitatea de colostru administrata viteilor au fost puse in evidenta prin refractometrie,
direct in ferma unde am format loturile comparative. Numeroase studii au dovedit ca prin
folosirea intrumentelor calitative de masurare putem obtine valori ale IgG foarte apropiate
de valorile obtinute prin testele de laborator, cum ar fi imunodifuzia radiala (Bielmann et
al., 2009; Deelen et al. 2014).

A\

Fig. 12.2 Refractometru Atago, scara de citire (original)
Fig. 12.2 Atago refractometer, reading scale (original)

In vederea realizirii studiului, in perioada martie — iunie 2020, au fost recoltate
probe de colostru de la vaci si de ser de la vitei din rasa Holstein. Probele de colostru au
fost recoltate imediat dupa primul muls, iar probele de ser au fost recoltate la un interval
de 20-24 de ore de la administrarea colostrului.

Probele de ser au fost examinate cu refractometrul Atago (fig.12.2, 12.3).
Aparatul are 3 scale de masurare: proteine serice totale (0-12 ¢/100ml), gravitatea
specifica a urinei (1.000-1.060 SG) si indexul de refractie al urinei (1.3330 to 1.3660).
Numeroase studii de specialitate au aratat cd o valoare a proteinelor serice totale de la 5,2
pana la 5,5 g/dl indica faptul ca viteii au obtinut ,,transferul pasiv de succes” al imunitétii,
adica o concentratie serica de IgG >10 g/l (Godden, 2008).
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Fig. 12.3 Exprimarea serului in proba de singe si examinarea acestuia cu refractometrul (original)
Fig. 12.3 Expression of serum in the blood sample and examination with a refractometer (original)

Probele de colostru au fost examinate cu refractometrul ColoQuick (fig. 12.4,
12.5). Acest refractometru foloseste o scala de masurare Brix. Studiile au demonstrat ca
o valoare BRIX de 22 g/dl se coreleaza cu o valoare de cel putin 50 g/l de 1gG (Bielmann
etal., 2010). S-a folosit pentru studiu doar colostru de la prima mulsoare, atat pentru prima
cat si pentru a 2-a doza administrata.

L —
Fig. 12.4 Proba de colostru gata pentru examinare (original)
Fig. 12.4 Colostrum sample ready for examination (original)
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Fig. 12.5 Refractometru ColoQuick, scard de citire, schema pentru interpretarea rezultatelor (original)
Fig. 12.5 ColoQuick refractometer, reading scale, diagram for interpretation of results (original)

Mediile aritmetice, erorile si deviatiile standard pentru fiecare variabila din
esantion au fost calculate folosind proceduri statistice descriptive din programul 1BM
SPSS si Microsoft Office.

12.2. Rezultate si discutii

12.2.1. Managementul colostrului si evaluarea transferului imun pasiv in
ferme

Metode de administrare a colostrului

Metoda de administrare a colostrului poate influenta timpul primei administrari,
volumul consumat si, eventual, expunerea la agentii patogeni, care pot afecta transferul
pasiv de IgG si sanatatea viteilor.

Fig 12.6 Dam and calf immediately after calving (original)
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Separarea viteilor de mamele lor imediat dupa fatare este 0 modalitate de a reduce
posibilitatea de transmitere a anumitor boli de la vaci la vitel. Insi permiterea unui vitel
sa suga colostrul direct de la mama sa la prima alaptare ridica o problema mai importanta,
si anume, cresterea riscului ca vitelul s nu primeasca o cantitate adecvata de colostru.
Prin urmare, nu se poate estima cantitatea de anticorpi ingerata.

Deoarece ratele cele mai ridicate de esec ale transferului pasiv au fost raportate
in cazul viteilor lasati sa sugd de la mamele lor (Edwards si Broom, 1979; Brignole si
Stott, 1980; Besser si colab., 1988, Godden, 2008), in prezent se recomanda separarea
vitelului de vaca in decurs de 1 pand la maxim 2 ore de la nastere si hranirea acestuia cu
un volum cunoscut de colostru folosind fie un biberon fie o sondé esofagiana (McGuirk
si Collins, 2004).

Tn studiul realizat In cele 30 de ferme de vaci de lapte din Romania, separarea
viteilor de mamele lor inainte de prima alaptare este practicata in 83,3% din cazuri, restul
de 16,7% preferand sa lase viteii sa suga primul colostru direct de la mamele lor.
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Fig. 12.7 Tub esofagian si rezerva ColoQuick de 4 litri pentru administrarea colostrului (original)
Fig 12.7 Esophageal tube and 4-liter ColoQuick reserve for colostrum administration (original)

Administrarea artificiald a colostrului creste probabilitatea ca viteii sd primeasca
cantitatea necesara de imunoglobuline colostrale in primele 24 de ore de viata pentru a
dobandi o imunitate adecvata. Administrarea colostrului cu tubul esofagian (fig. 12.7) este
o metoda de hranire mai eficientd in timp, totusi, la noi in tard, este a doua metoda cea
mai utilizata in fermele de vaci de lapte (43,3%).

Hranirea cu biberonul este o metoda de hranire mai asemanatoare cu cea naturala
si este metoda cea mai des folosita in fermele luate Tn studiu (53,3%, fig. 12.8). Godden
s.a. (2009) au constatat ca administrarea colostrului cu biberonul a crescut concentratiile
serice de 1gG atunci cand viteii au fost hraniti cu 1,5 | de colostru, comparativ cu un tub
esofagian, dar nu s-a observat nicio diferenta intre tratamente atunci cand s-au administrat
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3 litri de colostru. Un procent redus de vitei primesc colostru administrat la dicretie, la
galeata (3,3%).

Fig. 12.8 Administarea laptelui cu biberonul (original)
Fig 12.8 Milk administration with a nipple bottle (original)

%
66,70%
53,30%
46,70%
43,30%
36,70%
33,30%
13,30%
3,30% 3,30% I
B I N I DN DN S -
Gileata Biberon  Tub 1dozd 2doze 3doze 4doze 6 ore 12 ore

esofagian

Fig. 12.9 Administrarea colostrului — metode, doze si intervale de administrare
Fig 12.9 Hand-feed colostrum — methods, doses and time interval of administration

in 46,7% din fermele luate in studiu, viteii primesc 2 doze de colostru in primele
24 de ore de viatd. Dozele de colostru diferd de la o administrare la alta. in 33,3% din
situatii, prima doza este de aproximativ 2 litri, acelasi procent este de 3 litri, iar in 30%
din situatii, prima doza este de 4 litri (fig. 12.9).
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Fig. 12.10 Cantitatile de colostru administrate in primele 24 de ore de viata
Fig. 12.10 Quantities of colostrum administrated in the first 24 hours of life

A doua doza este administrata la 6 ore dupa fatare n 66,7% din cazuri si la 12 ore
dupa fatare In 33,3% din cazuri (fig. 12.10). In 56,7% din situatii, a doua dozi de colostru
este de 2 litri, iar in 33,3% din situatii a doua doza este de 3 litri (fig. 12.10).

Calitatea colostrului

Utilizarea unui colostru de calitate inferioara poate duce la scaderea imunitatii la
vitei si, in cele din urma, la cresterea riscurilor de infectii neonatale.

Testare colostru Testare ser

mDa

a Nu

Colostrometru @ Refractometru mDa mNu

Fig. 12.11 Testarea colostrului si a serului sangvin
Fig. 12.11 Colostrum and blood serum stamples testing
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Un procent de 63,3% din fermele luate Tn studiu au masurat nivelul de
imunoglobulind din colostru sau a evaluat calitatea acestuia inainte de administrare. Cele
mai frecvente metode utilizate pentru evaluarea calitatii colostrului au fost refractometrul
si colostrometrul (64%, respectiv 36%, fig. 12.11). Tn general, In 63% din cazuri s-au
evaluat nivelul de imunoglobuline colostrale. Totodata, probele de ser de la vitei la 24-48
de ore de la fatare sunt testate pentru nivelul de proteine serice totale numai in 27% din
cazuri (fig. 12.11).

Stocarea colostrului

Metoda de depozitare afecteaza calitatea colostrului, in special prin degradarea
imunoglobulinelor colostrale si cresterea incarcaturii bacteriene din continutul acestuia.
Daca colostrul trebuie pastrat mai putin de 24 de ore, Se recomanda refrigerarea, iar daca
acesta trebuie pastrat mai mult de 24 de ore, congelarea este cea mai buna metoda. Cele
mai frecvente metode de stocare a colostrului din fermele luate in studiu au fost
congelarea (80%) si refrigerarea (6,7%), iar un procent de 13,3% din cazuri nu stocheaza

deloc colostrul (fig. 12.12).

Stocare colostru Pasteurizare colostru

| Refrigerare
mDa
m Congelare
m Nu
11 Nu stocheaza

Fig. 12.12 Stocarea si pasteurizarea colostrului
Fig. 12.12 Colostrum storage and pasteurisation

Pasteurizarea colostrului

Pentru a reduce numarul de bacterii din lapte sau colostru pot fi utilizate doua
metode de pasteurizare: temperatur ridicata in timp scurt si pasteurizare in serie.

Deoarece pasteurizarea la temperatura ridicatd in timp scurt reduce nivelurile de
imunoglobulind cu 25-30% si creste vascozitatea, in prezent nu este recomandatd

utilizarea Tn cazul colostrului. Alternativ, utilizarea pasteurizdrii prin incalzirea
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colostrului la 60°C timp de 60 péana la 120 de minute reduce agentii patogeni bacterieni
si nu afecteaza concentratiile de anticorpi sau nu modificd viscozitatea.

o R

¥ __..a-——-'—-
Fig 12.13 Kit ColoQuick de stocare si pasteurizare a colostrului (original)
Fig 12.13 ColoQuick colostrum storage and pasteurization kit (original)

Dintre cele 30 de ferme luate in studiu, doar 20% au pasteurizat colostrul Tnainte
de a hrani viteii (fig 12.12). Investitia economica intr-un Kit special pentru pasteurizarea
colostrului (fig. 12.13) este un pret pe care multi fermieri nu sunt dispusi sa-1 plateasca,
prin urmare acesta este si motivul principal pentru care aceastd metoda este folositd n
procent atat de redus.

12.2.2. Importanta testarii calititii colostrului

Pentru a evalua gradul de reusitd al transferului pasiv de imunoglobuline
colostrale in functie de metoda de administrare, am format 3 loturi exeprimentale de vitei:
# Lotul A — 20 vitei care au primit o doza de 3 litri de colostru la biberon;
= Lotul B—20 vitei care au primit o doza de 4 litri de colostru cu tubul esofagian;
= Lotul C - 20 vitei care au primit 2 doze de colostru cu tubul esofagian astfel:
prima de 4 litri in prima ora de viatd si a doua doza de 2 litri la interval de 12 ore.
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Biberoanele folosite la administrarea colostrului au avut o capacitate de 3 litri.
Am hotarat ca aceastd cantitate sd fie doza maxima pentru administrarea colostrului la
biberon, deoarece am observat ca viteii nu reusesc sa suga o cantitate mai mare de colostru
la prima lor masa.

Am folosit atat pentru prima cat si pentru a 2-a doza doar colostrul de la prima
mulsoare si doar acel colostru care a avut o cantitate de IgG de >70 g/1, respectiv o valoare
Brix >24. Rezultatele obtinute sunt redate in tabelul 12.1.

Tabel 12.1/Table 12.1
Valorile serice ale 1gG Tn urma consumului de colostru in primele 24 de ore de viata
Serum IgG values after colostrum consumption in the first 24 hours of life

Cantitatea de 1gG
S R Colostru Serul viteilor
Loturi vigei medie = SD medie = SD
g/l g/dl
124,5+17,6 55+1,1
B 123,9+33,7 574£1,2
124,9£20,7 7,4£1,6

Tn tabelul 12.1, putem observa ca in toate cele 3 loturi experimentale, media
valorilor serice de IgG obtinute dupa consumul de colostru indicé cantititi mai mari de
10 mg/ml 1gG n s&nge. Am folosit pentru aldptare doar colostrul testat care a avut o
cantitate de IgG >70 g/1, iar rezultatele obtinute indica faptul cd absorbtia intestinald a
imunoglobulinelor colostrale este inflentata de calitatea colostrului. Prin urmare, putem
considera ca administrarea unui colostru de buna calitate creste considerabil sansele de
reusitd a unui transfer imun pasiv (Godden, 2008; Godden, 2009).

Viteii care au primit o doza de 4 litri de colostru cu tubul esofagian nu au
nregistrat modificari semnificative ale cantitatilor de IgG serice comparativ cu cei care
au primit o dozad de 3 litri de colostru la biberon. Kaske s.a. (2005) au constatat ca
absorbtia IgG a fost intarziatd cu 3 ore 1n cazul administrarii a 4 litri de colostru cu un tub
esofagian in comparatie cu 2 litri de colostru cu biberonul. Sharifi si colab., 2009, sustin
ca diferentele intre cantitatea si momentul absorbtiei IgG s-ar putea datora faptului ca,
atunci cand este administrat cu tubul esofagian, colostrul intra initial in rumen, nu trece
direct prin canalul esofagian ca atunci cand are loc suctiunea, iar acest lucru ar determina
o crestere a duratei de timp in care colostrul ajunge n intestin pentru absorbtia IgG. Cu
toate acestea, aceastd limitare nu este semnificativd, deoarece trecerea colostrului din

rumen pand in abomasum si intestinul subtire are loc in aproximativ 3 ore, dupa Godden
(2008).
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Doza a facut insa diferenta intre loturi. Viteii din lotul C, care au primit un total
de 6 litri de colostru in primele 12 ore de viata au Inregistrat valori mai ridicate de IgG
serica fata de cei din loturile A si B, care au primit doar o doza de 4 litri de colostru (tabel
12.1). Intr-un studiu realizat pe 68 de vitele din rasa Brown Swiss, Faber s.a. (2005) au
constatat ca cele care au primit o doza de 4 litri de colostru au avut o rata de crestere mai
buna, cu 1,027 litri mai mult lapte in primele doua lactatii, mortalitate mai mica pana la
intarcare si costuri pentru interventiile veterinare reduse la jumatate, comparativ cu
vitelele care au primit doar 2 litri de colostru.

Testarea calitativa a colostrului are o influentd pozitiva asupra gradului de reusita
a transferului pasiv, iar un transfer imun reusit determina o ratd a morbiditatii redusa la
viteii sugari (Godden, 2008).

Pentru a evalua importanta transferului pasiv de imunoglobuline colostrale, am
format 2 loturi experimentale de vitei care au primit colostru de la prima mulsoare cu
tubul esofagian:

%+ Lotul A—20 vitei care au primit o doza de 4 litri de colostru netestat;
% Lotul B — 20 vitei care au primit o dozi de 4 litri de colostru testat in prealabil cu
un colostrometru Brix. Viteii au primit doar colostrul care a avut o cantitate de

1gG >70 g/l.
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Fig. 12.14 Reusita transferului pasiv in cele 3 loturi de vitei
Fig. 12.14 Success of the passive transfer in the 3 groups of calves

In figura 12.14 se poate observa ci in grupul B, reusita transferului pasiv a fost
semnificativ mai mare decat in grupul A (p<0,001). Esecul transferului pasiv s-a
Tnregistrat ih procent mai mare in lotul A (35,8%), comparativ cu grupul B (1,8%). Aceste
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rezultate evidentiazd importanta testarii calitatii colostrului si rolul asupra starii de
sanatate a viteilor nou-nascuti. Se stie ca, in majoritatea cazurilor, viteii cu un transfer
imun pasiv nereusit sunt mult mai susceptibili in dezvoltarea bolilor neonatale. Prin
urmare, viteii din cele doua loturi experimentale au fost urmariti zilnic, pana la varsta de
2 saptamani, pentru a observa eventualele modificari de sanatate. Rezultatele obtinute

sunt redate 1n tabelul 12.2 si reprezentate grafic in figura 12.15.
Tabel 12.2/Table 12.2
Rata morbiditatii, letalitatii si mortalitdtii in loturile experimentale
Morbidity, lethality and mortality rate in the experimental groups

Vitei Vitei Vitei Mb L Mt
Lotul sanitosi bolnavi morti % % %
nr. nr. nr.
A 13 7 3 35 42,86 15
20 de vitei
B 17 3 1 15 33,33 5)
20 de vitei

Se poate observa ca ratele morbiditatii, letalitatii, respectiv mortalitdtii au
Tnregistrat cele mai mari valori in lotul experimental A (tabel 12.2, fig. 12.15). Lotul A a
nregistrat o ratd a morbiditatii de 35%, cu o mortalitate de 15%, iar lotul B o ratd a
morbiditatii de 15%, cu o mortalitate de 5%. Aceaste diferente semnificativ statistice
(p<0.01) subliniaza inca o data importanta testarii colostrului in dobandirea unui transfer
pasiv de succes care poate asigura un status imun competent si pregitit si lupte cu
infectiile care apar in perioada neonatald. De asemenea, rata letalitatii a fost semnificativ
mai mare n lotul A - 42,86%, comparativ cu lotul B - 33,33% (p<0.05).

%

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00 -

Sanatosi Mb L Mt

I, =P

Fig. 12.15 Rata morbiditatii, letalitatii si mortalitatii Tn loturile experimentale
Fig. 12.15 Morbidity and lethality rate depending on the success of the passive transfer

144



Rezultatele obtinute indica importanta monitorizarii cantitatii de IgG in ferma

pentru a asigura viteilor un colostru cat mai calitativ si a creste sansele de reusita a
transferului pasiv de imunoglobuline.

12.3. Concluzii partiale

Studiul privind managementul colostrului si evaluarea transferului pasiv imun in

fermele de vaci de lapte a concluzionat urmatoarele aspecte:

1.

Administrarea artificiald a colostrului creste probabilitatea ca viteii sd primeasca
cantitatea necesard de imunoglobuline colostrale in primele 24 de ore de viatd pentru
a dobandi o imunitate adecvata, prin urmare metoda de hranire cu biberonul este cea
mai des folositd in fermele luate in studiu (53,3% din cazuri), fiind urmata ca
frecventd de administrarea cu tubul esofagian, care este folosita in 43,3% din cazuri.
Cele mai frecvente metode de stocare a colostrului din fermele luate n studiu au fost
congelarea (80%) si refrigerarea (6,7%), iar un procent de 13,3% din cazuri nu
stocheaza deloc colostrul. De asemenea, dintre cele 30 de ferme luate in studiu, doar
20% au pasteurizat colostrul nainte de a hrani viteii.

Administrarea unei cantitdti adecvate de colostru de buna calitate in primele 24 de ore
de viata creste considerabil sansele de reusita a unui transfer imun pasiv, prin urmare
un procent de 63,3% din fermele luate in studiu oferd atentie deosebitd acestui aspect
si evalueaza calitatea colostrului Tnainte de administrare.

Ratele morbiditatii, respectiv mortalitatii au inregistrat valori mai mari in cazul
viteilor care au primit colostru netestat, fapt care subliniaza inca o datd importanta
testarii colostrului in dobandirea unui transfer pasiv de succes care poate asigura un
status imun competent i pregétit sa lupte cu infectiile care apar in perioada neonatala.
Tn ansamblu, calitatea colostrului este evaluata intr-un procent destul de mare in
fermele de vaci de lapte din Roménia, ceea ce inseamnid ca fermierii inteleg
importanta administrarii unui colostru de calitate pentru a avea un status imun
echilibrat in efectivele de vitei.

145



CAPITOLUL 13 - CONCLUZII FINALE SI RECOMANDARI

In urma cercetarilor realizate in cadrul prezentei teze de doctorat privind rolul
statusului imun in patologia infectioasa la viteii nou-nascuti, se desprind urmatoarele 30
concluzii finale si recomandari:

1. In efectivul de vitei luat in studiu, morbiditatea la categoria de varstd 0-3 luni a
inregistrat o medie de 6,20%. Rata letalitatii a fost de 15,10%, cu o ratd de mortalitate
de 0,94% in efectivul de vitei cu varsta de 0-3 luni.

2. Afectiunile digestive au fost cele mai frecvente, inregistrind o medie totala de
60,89%, fiind urmate de afectiunile respiratorii cu o medie totald de 39,11%. Viteii
de peste 2 luni au fost cei mai afectati de infectiile respiratorii — 46,20%, iar viteii cu
varsta de 0-1 luna au prezentat predominant afectiuni digestive — 55,28 %.

3. Diareea a aparut in principal la viteii cu vérsta intre 3-21 zile si prezenta un aspect
apos, uneori spumos, de culoare alb - galbuie sau galbena, rar cu strii sangvinolente.
Modificarile clinice respiratorii la viteii afectati au fost reprezentate in principal de
stari febrile, epiford, jetaj, tuse, frecvent tahipnee si puls accelerat.

4. Procentul de vitei morti cu afectiuni digestive a fost aproape dublu - 52,4%
comparativ cu procentul de vitei morti cu afectiuni respiratorii - 27,9%.

5. Semnele clinice, morbiditatea, mortalitatea si letalitatea au fost evidentiate prin
rezultatele examenelor de laborator care au confirmat prezenta unor boli infectioase
care fac parte din patologia viteilor 0 -3 luni.

6. Infectia cu Clostridium perfringens a fost identificatd in 11,69% din cazuri, iar
infectia cu E.coli factorul F5 a fost identificata doar in 5,19% din cazuri.

7. Clostridium perfringens a fost cel mai des identificat la viteii in varsta de pana la 3
saptamani in procent de 57,57%, iar E. coli, factorul enteropatogen F5, a fost
identificat in proportie de 45% la categoria de varsta sub o saptamana.

8. Mycoplasma bovis a fost cel mai frecvent agent patogen detectat la viteii cu varsta de
2-3 luni, in 10% din cazuri ca agent patogen unic, in 12,5% din cazuri in asociatie cu
Pasteurella multocida si in 7,5% din cazuri in asociatie cu Pasteurella multocida,
Histophilus somni si Coronavirusul bovin.

9. Infectia cu Pasteurella multocida la viteii cu varsta de 2-3 luni a fost identificata in
10% din cazuri, iar Coronavirusul bovin a fost identificat doar Tn 5% din cazuri.

10. Proteinele serice totale si fractiile proteice evaluate in raport au inregistrat schimbari
semnificative, Tndeosebi in ziua 0 (42,73 g/l), inainte de aportul de colostru, si la 24
de ore de la prima administrare a colostrului (ziua 1 - 84,43 g/l).

11. Concentratia medie a proteinelor serice totale a crescut semnificativ, aproape
dublandu-se, de 42,73 g/ in ziua 0 pana la 84,43 g/l in ziua 1. Dupa acest timp,
valorile au scazut treptat pana la sfarsitul studiului.
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Rezultatele obtinute au aratat scaderi treptate ale valorilor concentratiilor de proteine
serice totale din a 2-a zi de viata si pana la sfarsitul primei saptamani, fiind influentate
semnificativ de varsta, cresterea si dezvoltarea viteilor.

In toate cele 6 fractiuni proteice au fost gasite schimbari variabile evaluate pe intreaga
perioada de studiu. Ele reflecta raspunsul nou-nascutilor la aportul de colostru si la
modificérile mediului inconjurator in perioada neonatala.

Modificarile semnificative ale concentratiilor serice de lactoferind, in special in ziua
1 de viata (5,24 pg/ml), cand acestea aproape s-au dublat comparativ cu ziua 0 (2,68
ng/ml), evidentiaza raspunsul imun al viteilor obtinut prin consumul de colostru.
Lactoferina inregistreaza o scadere progresiva a concentratiei serice din prima zi si
pana la sfarsitul primei saptamani de viata, acest lucru fiind influentat de activitatea
biologica a lactoferinei colostrale absorbite.

Totodata, rezultatele obtinute au evidentiat ca lactoferina din sdngele nou-nascutilor
este dependentd de concentratia de lactoferind din colostrul ingerat.

Lactoferina colostrald poate oferi o protectie locald extinsd pe o perioadd mai
indelungata de timp viteilor care au primit colostru in amestec cu laptele integral.
Rezultatele obtinute au aratat schimbari subtile, dar semnificative ale haptoglobinei
serice la vitei in urma consumului de colostru.

Cele mai mici valori obtinute au fost inaintea consumului de colostru (2,03 pg/ml),
iar cele mai mari la sfarsitul primei saptimani de viata (7,43 pg/ml).

Concentratiile mai mari de haptoglobina la vitei pot i rezultatul unor factori de stres,
infectii sau a unor boli inflamatorii, precum diareea neonatala.

Dupa imunizarea activa a vacilor gestante, titrurile de anticorpi specifici anti-rotavirus
bovin, anti-coronavirus bovin si anti-E.coli F5 (K99) au crescut semnificativ in lotul
experimental fata de lotul martor, atat in serul vacilor gestante, cat si in colostru si in
serul viteilor nou-nascuti.

in probele de ser recoltate inaintea administrarii colostrului nu s-a decelat prezenta
anticorpilor anti-rotavirus bovin, anti-coronavirus bovin sau anti-E.coli F5 (K99) ceea
ce evidentiaza faptul cad viteii sunt in totalitate dependenti de transferul pasiv al Ig
maternale prin intermediul colostrului.

Morbiditatea diareei clinice a fost mai mare in lotul de vitei ndscuti din mame
nevaccinate (20%) comparativ cu lotul de vitei ndscuti din mame vaccinate (13,6%),
iar durata tratamentului aplicat a avut variatii mai mari in primul caz (3-7 zile).
Varsta aparitiei semenelor clinice de diaree mai mare in lotul experimental (14 zile)
comparativ cu lotul martor (8 zile) indica o protectie mai indelungata a viteilor care
au primit colostru cu un nivel mai ridicat de anticorpi specifici.

Rezultatele obtinute in urma acestui studiu dovedesc eficienta administrarii unui
vaccin specific In prevenirea si protectia diareei neonatale infectioase in efectivele de
bovine, Tn urma consumului de colostru.
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Administrarea artificiald a colostrului creste probabilitatea ca viteii sd primeasca
cantitatea necesara de imunoglobuline colostrale in primele 24 de ore de viata pentru
a dobandi o imunitate adecvata, prin urmare metoda de hranire cu biberonul este cea
mai des folosita in fermele luate in studiu (53,3% din cazuri), fiind urmata ca
frecventd de administrarea cu tubul esofagian, care este folosita in 43,3% din cazuri.
Cele mai frecvente metode de stocare a colostrului din fermele luate in studiu au fost
congelarea (80%) si refrigerarea (6,7%), iar un procent de 13,3% din cazuri nu
stocheaza deloc colostrul. De asemenea, dintre cele 30 de ferme luate in studiu, doar
20% au pasteurizat colostrul inainte de a hrani viteii.

Administrarea unei cantitati adecvate de colostru de buna calitate in primele 24 de ore
de viata creste considerabil sansele de reusita a unui transfer imun pasiv, prin urmare
un procent de 63,3% din fermele luate in studiu ofera atentie deosebita acestui aspect
si evalueaza calitatea colostrului Tnainte de administrare.

Ratele morbiditatii, respectiv mortalitatii au inregistrat valori mai mari In cazul
viteilor care au primit colostru netestat, fapt care subliniaza inca o datd importanta
testarii colostrului in dobandirea unui transfer pasiv de succes care poate asigura un
status imun competent i pregétit sa lupte cu infectiile care apar in perioada neonatala.
In ansamblu, calitatea colostrului este evaluatd intr-un procent destul de mare n
fermele de vaci de lapte din Romania, ceea ce inseamnd ca fermierii inteleg
importanta administrarii unui colostru de calitate pentru a avea un status imun
echilibrat in efectivele de vitei.



CHAPTER 13 - FINAL CONCLUSIONS AND
RECOMMENDATIONS

Following the research conducted in this doctoral thesis on the role of immune

status in infectious pathology in newborn calves, the following 30 final conclusions and
recommendations can be drawn:

1.

10.

11.

In the calf population studied, the morbidity in the age group 0-3 months recorded
an average of 6.20%. The lethality rate was 15.10%, with a mortality rate of
0.94% in the herd of calves aged 0-3 months.

Digestive disorders were the most common, recording a total average of 60.89%,
followed by respiratory diseases with a total average of 39.11%. Calves over 2
months were most affected by respiratory infections - 46.20%, and calves aged
0-1 months had predominantly digestive disorders - 55.28%.

Diarrhea occurred mainly in calves aged 3-21 days and had an aqueous
appearance, sometimes frothy, white - yellowish or yellow, rarely with bloody
streaks. Clinical respiratory changes in affected calves were mainly fever,
epiphora, jet, cough, frequent tachypnea and accelerated pulse.

The percentage of dead calves with digestive disorders was almost double - 52.4%
compared to the percentage of dead calves with respiratory diseases - 27.9%.
Clinical signs, morbidity, mortality and lethality were highlighted by the results
of laboratory tests that confirmed the presence of infectious diseases that are part
of the pathology of calves 0-3 months.

Clostridium perfringens infection was identified in 11.69% of cases, and E. coli
factor F5 infection was identified in only 5.19% of cases.

Clostridium perfringens was most commonly identified in calves up to 3 weeks
of age at 57.57%, and E. coli, enteropathogenic factor F5, was identified in 45%
of the age group under one age. week.

Mycoplasma bovis was the most common pathogen detected in 2-3 month old
calves, in 10% of cases as a single pathogen, in 12.5% of cases in association with
Pasteurella multocida and in 7.5% from cases in association with Pasteurella
multocida, Histophilus somni and bovine coronavirus.

Pasteurella multocida infection in 2-3 month old calves was identified in 10% of
cases, and bovine coronavirus was identified in only 5% of cases.

The total serum proteins and protein fractions evaluated in the report showed
significant changes, especially on day 0 (42.73 g/l), before colostrum intake, and
24 hours after the first administration of colostrum (day 1 - 84.43 g/l).

The average concentration of total serum proteins increased significantly, almost
doubling, from 42.73 g/l on day 0 to 84.43 g/l on day 1. After this time, the values
gradually decreased until the end study.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

The results obtained showed a gradual decrease in the values of total serum
protein concentrations from the second day of life until the end of the first week,
being significantly influenced by age, growth and development of calves.Variable
changes evaluated over the entire study period were found in all 6 protein
fractions. They reflect the response of newborns to the intake of colostrum and
changes in the environment in the neonatal period.

Variable changes evaluated over the entire study period were found in all 6
protein fractions. They reflect the response of newborns to the intake of colostrum
and changes in the environment in the neonatal period.

Significant changes in serum lactoferrin concentrations, especially on day 1 of
life (5.24 pg/ml), when they almost doubled compared to day 0 (2.68 pg/ml),
show the immune response of calves obtained by consuming colostrum.
Lactoferrin shows a progressive decrease in serum concentration from the first
day to the end of the first week of life, this being influenced by the biological
activity of colostrum absorbed.

At the same time, the results obtained showed that lactoferrin in the blood of
newborns is dependent on the concentration of lactoferrin in ingested colostrum.
Colostrum lactoferrin can provide extended local protection over a longer period
of time to calves that have received colostrum mixed with whole milk.

The results obtained showed subtle but significant changes in serum haptoglobin
in calves following colostrum consumption.

The lowest values obtained were before the consumption of colostrum (2.03
pg/ml), and the highest at the end of the first week of life (7.43 pg/ml).

Higher concentrations of haptoglobin in calves may be the result of stressors,
infections or inflammatory diseases, such as neonatal diarrhea.

After active immunization of pregnant cows, the specific antibody titers anti-
bovine rotavirus, anti-bovine coronavirus and anti-E.coli F5 (K99) increased
significantly in the experimental group compared to the control group, both in the
serum of pregnant cows and and in colostrum and in the serum of newborn calves.
The presence of bovine anti-rotavirus, anti-bovine coronavirus or anti-E.coli F5
antibodies (K99) was not detected in the serum samples collected before
colostrum, which shows that the calves are totally dependent on the passive
transfer of maternal Ig. through colostrum.

The morbidity of clinical diarrhea was higher in the group of calves born to
unvaccinated mothers (20%) compared to the group of calves born to vaccinated
mothers (13.6%), and the duration of treatment applied was greater in the first
case (3-7 days).

The age of onset of higher clinical signs of diarrhea in the experimental group (14
days) compared to the control group (8 days) indicates a longer protection of
calves that received colostrum with a higher level of specific antibodies.



25.

26.

27.

28.

29.

30.

The results of this study demonstrate the effectiveness of administering a specific
vaccine in the prevention and protection of infectious neonatal diarrhea in cattle
following colostrum consumption. The most common methods of storing
colostrum in the farms studied were freezing (80%) and refrigeration (6.7%), and
13.3% of cases do not store colostrum at all. Also, of the 30 farms studied, only
20% pasteurized colostrum before feeding the calves.

Artificial administration of colostrum increases the likelihood that calves will
receive the required amount of colostrum immunoglobulins in the first 24 hours
of life to acquire adequate immunity, therefore the bottle-feeding method is most
often used on the farms studied (53.3% of cases), followed frequently by
esophageal tube administration, which is used in 43.3% of cases.

The most common methods of storing colostrum on the farms under study were
freezing (80%) and refrigeration (6.7%), and 13.3% of cases do not store
colostrum at all. Also, of the 30 farms studied, only 20% pasteurized colostrum
before feeding the calves.

The administration of an adequate amount of good quality colostrum in the first
24 hours of life considerably increases the chances of success of a passive
immune transfer, therefore a percentage of 63.3% of the farms studied pays
special attention to this aspect and evaluates colostrum quality before
administration.

Morbidity and mortality rates were higher for calves that received untested
colostrum, which once again underscores the importance of colostrum testing in
achieving a successful passive transfer that can ensure a competent and prepared
immune status to fight infections. which occur in the neonatal period.

Overall, the quality of colostrum is assessed at a fairly high percentage in dairy
farms in Romania, which means that farmers understand the importance of
administering quality colostrum in order to have a balanced immune status in
calves.
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