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inoculagédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Atividade sérica de gamaglutamiltransferase (médiatdesvio
padréo; U/L) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com
10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Atividade sérica de fosfatase alcalina (médiatdesvio padrdo; U/L)
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculagédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Atividade sérica de aspartato aminotransferase (médiatdesvio
padréo; U/L) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com
10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de
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Tabela 37.

S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Atividade sérica de lactato desidrogenase (médiatdesvio padréo;
U/L) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Concentragdo sérica de bilirrubina total (médiatdesvio padrao;
mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Concentracdo sérica de bilirrubina direta (médiatdesvio padrao;
mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Concentragdo seérica de ureia (méediatdesvio padrdo; mg/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Concentragdo sérica de creatinina (médiatdesvio padrdo; mg/dL)
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Concentragéo sérica de calcio total (médiatdesvio padrdo; mg/dL)
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Concentracdo sérica de fésforo (médiatdesvio padrdo; mg/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Tabela 41.

Tabela 42.

Tabela 43.

Tabela 44.

Tabela 45.

Concentragdo sérica de magnésio (médiatdesvio padrdo; mg/dL)
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculagédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Concentragdo sérica de ferro (médiatdesvio padrdo; pg/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

£ U1 (SRS 81

Concentracdo plasmatica de fibrinogénio (meédiatdesvio padrao;
mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculagédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Concentragdo sérica de proteina total (médiatdesvio padrdo; g/dL)
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Concentracdo sérica de albumina (médiatdesvio padrdo; g/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculagédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Concentragdo sérica de imunoglobulina A (PM 168.000;
médiatdesvio padrdo; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo
1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacao (0 hora) e as 24, 48, 72, 96,

120, 144 € 168 horas SEQUINTES. .....cccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaes e e e e e e e e e e e eeeeeeeeneneneens 89

Concentracdo sérica de ceruloplasmina (PM  111.000;
médiatdesvio padrédo; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo
1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96,

120, 144 € 168 horas SEQUINTES. ......c.uuiiieiiiiiiiee et e et e e 90

Concentragcdo sérica de transferrina (PM 78.000; médiatdesvio
padrdo; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10°
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Tabela 53.

UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Concentracdo sérica de albumina (PM 63.000; médiatdesvio
padrdo; mg/dL), obtida pela técnica de eletroforese em SDS-PAGE,
em bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Idade (dias) e concentracdo sérica de imunoglobulina G total (PM
55.000 e 26.000; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1),
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)

no momento anterior a inoculacao (0 hora). .......cccceveveeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns

Concentracdo sérica de imunoglobulina G total (PM 55.000 e
26.000; médiatdesvio padrdo; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios
(Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculac&o (0 hora) e as 24, 48, 72, 96,

120, 144 e 168 horas SEQUINTES. ......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e eeeeeeeeeeenes

Concentragédo seérica de haptoglobina (PM 35.000; meédiatdesvio
padréo; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Concentracdo sérica de glicoproteina acida (PM 33.000;
médiatdesvio padréo; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo
1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96,

120, 144 e 168 horas SEQUINTES. ......ccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e eeeeeeeeeeenes

Deteccdo de S. Typhimurium pelo exame bacteriologico a partir de
suabes retais obtidos de bezerros bubalinos infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2), do momento anterior a

inoculacéo (0h) até o dltimo dia de positividade. ............ccccceeevvvvviiiiiinnnnn,

Deteccdo de S. Typhimurium pelo exame bacteriol6gico a partir de
suabes retais obtidos de bezerros bubalinos infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3), do

momento anterior a inoculacdo (0Oh) até o ultimo dia de positividade......

Deteccédo de S. Typhimurium a partir de amostras de 6érgaos obtidos
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
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Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3). ........eevveeiiiiiinnnenneennn. 101
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Tabela 54. Deteccdo de S. Typhimurium pelo isolamento bacteriolégico
associados aos meios de enriguecimento seletivo Rappaport-
Vassiliadis (RV), selenito cistina (SC) e tetrationato Muller-
Kauffmann (TMK) em amostras de suabes retais e de érgdos de
bezerros bubalinos apés a infeccdo experimental com 10° UFC
(S 0] oJo L2 =T ) RSOOSR 102
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Figura 11.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Variacdo dos valores médios da concentracdo de bicarbonato
(mMol/L) no sangue venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1),
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168

XiX
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Figura 12. Variacao dos valores médios do excesso de base (EB) (mMol/L) no

sangue venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

£ U1 (PSSR 39

Variacdo dos valores médios da pressado parcial de dioxido de
carbono (mmHg) no sangue venoso de bezerros bubalinos sadios
(Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96,

120, 144 € 168 horas SEQUINTES. ......ccuviiiieiieiiii et 41

Variacdo dos valores médios da pressao parcial de oxigénio
(mmHg) no sangue venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1),
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168

NOFAS SEQUINTES. ....eiiiiii e as 42

Variacdo dos valores médios da saturacdo de oxigénio (%) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculagédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

1= U 1] (S 7 USSR 43

Variagdo dos valores médios do anion gap (mMol/L) no sangue
venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Figura 17. Variacdo dos valores médios da concentracdo de sédio (mMol/L) no

sangue venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculagédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Figura 18. Variagédo dos valores médios da concentracdo de potassio (mMol/L)

no sangue venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1),
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados



Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
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Variacdo dos valores médios da concentracdo de calcio ionizado
(mMol/L) no sangue venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1),
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168

NOFAS SEQUINTES. ..o 49

Variacao dos valores médios da concentragédo de cloretos (mMol/L)
no sangue venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1),
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168

NOFAS SEQUINTES. ... as 51

Variacéo dos valores médios da contagem de hemécias (x10%/uL) no
sangue de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

L= 0 1011 (=3 53

Variacdo dos valores médios do volume globular (%) do sangue de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

Y=o [0 1L (=TT 54

Variacdo dos valores médios do teor de hemoglobina (g/dL) no
sangue de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

Y=o 1011 =S 55

Variacdo dos valores médios da contagem total de leucdcitos
(x10%puL) no sangue de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1),
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
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Figura 25. Variagdo dos valores médios da contagem de neutréfilos

segmentados (/pL) no sangue de bezerros bubalinos sadios (Grupo
1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96,

120, 144 € 168 h0oras SEQUINTES. .....ccciiiiiiiiiiiiiiiaea e e e e e e e e e e s 59



Figura 26. Variacdo dos valores meédios da contagem de neutrofilos
bastonetes (/L) no sangue de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1),
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
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Figura 27. Variacdo dos valores médios da contagem de linfécitos (/uL) no
sangue de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Figura 28. Variacdo dos valores médios da contagem de plaquetas (x10%/uL) no
sangue de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculagédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Figura 29. Variacdo dos valores médios da concentracdo plasmatica de glicose
(mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Figura 30. Variacdo dos valores médios da atividade sérica de
gamaglutamiltransferase (U/L) de bezerros bubalinos sadios
(Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96,

120, 144 € 168 horas SEQUINTES. ......c.uuiiiiiiieiiiee et e 66

Figura 31. Variacdo dos valores médios da atividade sérica de fosfatase
alcalina (U/L) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculagéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Figura 32. Variacdo dos valores médios da atividade sérica de aspartato
aminotransferase (U/L) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1),
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
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Figura 33. Variagdo dos valores médios da atividade sérica de lactato
desidrogenase (U/L) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1),
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados
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Figura 38.

Figura 39.

Figura 40.

com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
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Variacao dos valores médios da concentracdo sérica de bilirrubina
total (mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculagéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Variacdo dos valores médios da concentracdo sérica de bilirrubina
direta (mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Variagdo dos valores médios da concentracdo sérica de ureia
(mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Variacdo dos valores médios da concentracdo seérica de creatinina
(mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Variacao dos valores médios da concentracdo sérica de calcio total
(mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Variacdo dos valores médios da concentracdo seérica de fosforo
(mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Variacao dos valores médios da concentracdo sérica de magnésio
(mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Figura 41. Variacdo dos valores médios da concentracéo sérica de ferro (ug/dL)
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculagédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Figura 42. Variagdo dos valores médios da concentracdo plasméatica de
fibrinogénio (mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1),
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
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Figura 43. Variacdo dos valores médios da concentracdo sérica de proteina
total (g/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com
10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculagédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Figura 44. Variacao dos valores médios da concentracdo sérica de albumina
(g/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10°
UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Figura 45. Tracado densitométrico do proteinograma seérico de bezerro bubalino,

anteriormente a infeccdo com S. Typhimurium. .........ccccccceiviieieneeneeeeenn.

Figura 46. Variacdo dos valores meédios da concentracdo sérica de
ceruloplasmina (PM 111.000; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios
(Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacao (0 hora) e as 24, 48, 72, 96,

120, 144 e 168 horas SEQUINTES. ......cccvviiiiiiiiiiiiiiiieee s e e e e e e e e e e eeeeeeaeeannes

Figura 47. Variagdo dos valores médios da concentracdo sérica de transferrina
(PM 78.000; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1),
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
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Figura 48. Variacdo dos valores medios da concentracdo sérica de
imunoglobulina G total (PM 55.000 e 26.000; mg/dL) de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
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Figura 49. Variacdo dos valores meédios da concentracdo sérica de
haptoglobina (PM 35.000; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios
(Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96,

120, 144 e 168 horas SEQUINTES. ......ccccviiiiiiiiiiiiiiieies e e e e e e e e e e eeeeearaeanaaens 94
Figura 50. Alteragbes macroscopicas em bezerros bubalinos infectados
experimentalmente com 10° UFC de S. Typhimurium. .........ccccveevrvennnee. 106

Figura 51. Fotomicrografias demonstrando as principais alteracdes observadas
ao exame histopatolégico de bezerros bubalinos infectados
experimentalmente com 10° UFC de S. Typhimurium........c.cccoveeevevennnnn. 107
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INFECCAO EXPERIMENTAL COM Salmonella TYPHIMURIUM EM BEZERROS
BUBALINOS: ESTUDO CLINICO, LABORATORIAL E TERAPEUTICO

RESUMO - O estudo objetivou avaliar as alteracdes clinicas e laboratoriais de
bezerros bubalinos infectados experimentalmente por Salmonella Typhimurium e
verificar o efeito do tratamento desses bezerros com o antibiotico florfenicol. Foram
utilizados 15 bezerros, distribuidos em trés grupos experimentais, que receberam, pela
via oral, 10° UFC de S. Typhimurium (exceto Grupo 1) e foram submetidos aos
seguintes procedimentos: controle (Grupo 1), sem tratamento (Grupo 2), tratamento
com florfenicol (Grupo 3). Os animais foram submetidos ao exame fisico imediatamente
antes da inoculacédo e a cada 12 horas até o sétimo dia subsequente. Diariamente,
foram coletadas amostras de sangue, para realizacdo de exames hematoldgicos,
hemogasométricos, bioquimicos e proteinograma sérico, e amostras de fezes, para o
isolamento de S. Typhimurium por meio de exames bacteriolégicos. Realizou-se exame
anatomopatolégico de oito animais, bem como exame bacteriolégico de seus érgaos.
N&o houve diferenca entre os caldos de enriquecimento utilizados na deteccéo de S.
Typhimurium. A infeccdo induziu diarreia, aumento da temperatura retal, inicio de
acidose metabdlica e de anemia, hipocalemia, hipoglicemia, azotemia pré-renal,
hipoferremia, aumento de proteinas de fase aguda e alteracdes do leucograma. O
tratamento com florfenicol ndo contribuiu com a recuperacgdo clinica da diarreia, nem
eliminou completamente a bactéria dos 6rgaos, sugerindo a necessidade de adequacéao

da posologia para esta indicacao.

Palavras-chave: bufalo, exames laboratoriais, florfenicol, salmonelose
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Salmonella TYPHIMURIUM EXPERIMENTAL INFECTION IN BUFFALO CALVES:
CLINICAL, LABORATORIAL AND THERAPEUTIC STUDY

SUMMARY - The aim of this study was to evaluate clinical and laboratory changes
in experimentally Salmonella Typhimurium-infected buffalo calves and to verify the
florfenicol antibiotic treatment effect. It were used 15 buffalo calves, distributed in three
experimental groups that received, orally, 10° CFU of S. Typhimurium (except group 1).
The groups were submitted to the following procedures: control (group 1), without any
treatment (group 2), florfenicol treatment (group 3). All animals were submitted to
physical examination just before inoculation and at every 12 hours until the seventh day.
Blood samples were collected daily for hematological, blood gas, biochemical and
proteinogram analysis, and faeces were also collected for isolation of S. Typhimurium by
microbiological techniques. Anatomopathological exam as well as organs microbiological
analysis of 8 animals were done. There was no difference between enrichment broths
used to detect S. Typhimurium. S. Typhimurium infection induced diarrhea, increased
rectal temperature, start of metabolic acidosis and anemia, hypocalemia, hypoglycemia,
prerenal azotemia, hypoferremia, increased acute phase proteins levels and changes in
leukocyte counts. Florfenicol treatment didn’t contribute to clinical recovery from diarrhea
neither eliminate completely the bacteria from organs, suggesting the need for dosage
adequation to this use.

Keywords: buffalo, lab tests, florfenicol, salmonellosis



1. INTRODUCAO

Na bubalinocultura, as maiores taxas de mortalidade se registram entre 0s
animais com até seis meses de idade, sendo grande parte dessas perdas consequéncia
da diarreia dos bezerros (FAGIOLO et al. 2005; ZAMAN et al. 2006). Segundo RIBEIRO
et al. (2000), os bezerros de bufalas apresentam diarreia principalmente durante as
primeiras quatro semanas de vida e, de acordo com SUNIL CHANDRA &
MAHALINGAM (1994) apud FAGIOLO et al. (2005), as doencas entéricas sao
responsaveis por 23,7% das mortes que ocorrem entre neonatos bubalinos. Os
prejuizos econdmicos advém da perda de animais, custos com tratamento e atrasos no
crescimento dos animais e no ganho genético dos rebanhos (NIAZ et al. 2000).

A diarreia neonatal trata-se, na maioria das vezes, de uma sindrome multifatorial,
envolvendo a interacdo entre bactérias, virus e protozodrios enteropatogénicos, a
imunidade colostral, 0 manejo nutricional e os fatores ambientais (RADOSTITS et al.
2007). Nesse contexto, as infeccbes por Salmonella (S.) spp destacam-se na
etiopatogenia das enterites neonatais. Em um levantamento bacterioldgico realizado
durante ocorréncias de diarreias em bezerros bubalinos e bovinos, Salmonella spp foi a
segunda bactéria mais comumente isolada, sendo a mais frequente durante a terceira
semana de vida (KHAN & KHAN, 1997).

Em neonatos bubalinos, as infec¢des por Salmonella spp podem provocar, além
de diarreia aguda, desidratacdo, septicemia, febre, anorexia e morte subita (FAGIOLO
et al. 2005). Os disturbios decorrem da invasdo bacteriana dos enterdécitos, da agao
local e sisttmica de substancias enterotoxicas e endotoxinas bacterianas, da
inflamacdo causada pelo agente etiologico e da atrofia das vilosidades intestinais
(WRAY & DAVIES, 2000; JONES et al. 2008). Tais condi¢bes resultam em
hipersecregcdo e ma absor¢do intestinal, bem como em transtornos hematolégicos,
bioquimicos e hemogasométricos, de gravidade varidvel (CAMBIER et al. 2001;
SANTOS et al. 2002b).



Salmonella spp destaca-se também em saude publica, devido ao potencial
zoonotico deste género bacteriano, sendo causa de infec¢Bes de origem alimentar em
humanos (HUMPHREY, 2006). S. Typhimurium, em especial, € um importante agente
zoonotico conhecido por sua resisténcia a diversos agentes antimicrobianos (VELGE et
al. 2005).

Considerando-se a escassez de literatura a respeito do assunto, o significado
econdmico e a importancia em saude publica, faz-se necesséario o conhecimento sobre
as alteracOes clinicas provocadas pela infeccdo experimental de bezerros bubalinos
com Salmonella Typhimurium e sobre os métodos terapéuticos utilizados no tratamento
da salmonelose, visando a diminuicdo das perdas econdmicas provocadas por esta

enfermidade e a reducdo da excrecao deste agente pelas fezes dos animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracdes gerais

De acordo com NIAZ et al. (2000), as diarreias de bezerros recém-nascidos séo
importante causa de prejuizo a criagdo de bufalos. As perdas econdmicas incluem
custos com medicamentos e assisténcia veterinaria, atraso no ganho de peso dos
rebanhos, além de muitas vezes ocasionar a morte dos animais acometidos
(BARRINGTON et al. 2002; SCOTT et al. 2008). Bufalos que tém diarreia na infancia,
na vida adulta apresentardo menor producdo de leite e carne, queda na fertilidade e
maior susceptibilidade a doengas (NIAZ et al. 2000).

Embora sejam numerosos os fatores de risco associados a ocorréncia de diarreia
neonatal, os mais importantes sdo os relacionados ao bezerro, ao agente etiologico e
ao ambiente, sendo a imunidade passiva, adquirida através da ingestdo de colostro, o
principal fator de risco (BARRINGTON et al. 2002).

Dentre os diversos patdégenos envolvidos nas diarreias de neonatos bubalinos,
destacam-se cepas de Salmonella spp, com incidéncia de 13 a 14% e taxa de
mortalidade de 40 a 72%. Os animais mais afetados sdo aqueles com 1 a 12 semanas
de idade (FAGIOLO et al. 2005). Os bezerros neonatos sao particularmente
susceptiveis a infeccdo devido a imaturidade de seu sistema imune, a inadequada
microbiota gastrintestinal e a exposi¢cado continua ao meio ambiente (BARRINGTON et
al. 2002).

Salmonella spp é de ocorréncia cosmopolita, acomete todas as espécies
animais, incluindo a humana, e tem sido incriminada como causa de infeccdes
alimentares decorrentes do consumo de carne, ovos, leite e seus derivados
(HUMPHREY, 2006). Trata-se de uma bactéria pertencente a Familia
Enterobacteriaceae, Gram-negativa, intracelular facultativa, aerObia ou anaerdbia
facultativa, geralmente moével. Contém trés tipos de antigenos para identificagao:
somatico (O), associado a parede celular e composto por lipopolissacarideos; flagelar

(H), de natureza proteica, e capsular (Vi), encontrado em alguns sorotipos de
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Salmonella spp. As salmonelas se multiplicam a temperaturas entre 8°C e 45°C, pH
ente 4 e 8 e atividade de agua superior a 0,94 (GRIMONT et al. 2000; RADOSTITS et
al. 2007; SMITH, 2010).

O género Salmonella envolve duas espécies: S. enterica e S. bongori. A espécie
S. enterica, responsavel pela maioria das infecgcdes em animais domésticos, é dividida
em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. As
cepas sao classificadas em sorotipos de acordo com a diversidade de antigenos “O” e
“H”, conforme o esquema de Kauffmann-White, sendo reconhecidos aproximadamente
2.500 sorotipos (GRIMONT et al. 2000).

S. Typhimurium e S. Dublin estdo entre os sorotipos mais disseminados em
bdfalos. No entanto, nenhum sorotipo de Salmonella spp parece ser adaptado a
espécie (FAGIOLO et al. 2005). Os sorotipos adaptados a uma determinada espécie
animal geralmente estdo associados a doenca sistémica ou quadro clinico grave,
enquanto aqueles ndo adaptados estdo associados as infeccbes assintomaticas ou
gastroenterites autolimitantes (WALLIS, 2006).

S. Typhimurium abrange grande variedade de hospedeiros, dentre eles
humanos, bufalos, bovinos, suinos, ovinos, equinos, roedores e aves (RABSCH et al.
2002; SINGH et al. 2010). Segundo SANTOS et al. (2002a), a infeccdo por S.
Typhimurium € a principal causa de comprometimento clinico e morte de bezerros

bovinos nos Estados Unidos da América.

2.2 Patogenia da infec¢do por Salmonella spp, sinais clinicos e achados

laboratoriais

A principal porta de entrada para a ocorréncia da infeccéo é a cavidade oral, pela
ingestdo de agua e alimentos contaminados (KIRK et al. 2002; SMITH, 2010). A
bactéria se instala no sistema digestério, principalmente nas por¢cdes terminais do ileo e
ceco (RADOSTITS et al. 2007). A infeccao resulta em uma variedade de sinais clinicos,
em funcao de varios fatores, incluindo a idade e estado imune do animal, o sorotipo

envolvido, a viruléncia da cepa e a dose infectante (WALLIS, 2006). Em bufalos, os
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principais sinais descritos incluem anorexia, febre, diarreia e desidratacdo. Os sinais de
diarreia profusa, aquosa e fétida, com presenca de muco, sangue e fragmentos de
mucosa intestinal aparecem ap6s um periodo de incubacao de 1 a 4 dias (FAGIOLO et
al. 2005; SMITH, 2010; SANTANA, 2012).

Em alguns casos, a infeccdo ndo progride e a bactéria permanece no trato
gastrintestinal como integrante da microbiota, sendo eliminada pelas fezes (WALLIS,
2006). Encontram-se na literatura descricdes da prevaléncia de bufalos adultos como
portadores de Salmonella spp (BOONMAR et al. 2008; AHMADI et al. 2010; SANTANA
et al. 2010).

Nos casos em que a infeccdo evolui para doenca (salmonelose), a bactéria
invade a parede intestinal e provoca destruicdo de enterdcitos, estimulando reagéo
inflamatéria caracterizada por enterite fibrinopurulenta e necrosante. Ao romper a
integridade da mucosa, provoca absorcdo de endotoxinas e permite a secre¢do de
agua, eletrdlitos, bicarbonato e proteinas para o lumen intestinal, gerando desequilibrio
hidroeletrolitico e acido-base (SANTOS et al. 2002a; RADOSTITS et al. 2007). As
alteracdes supracitadas sdo acompanhadas de diarreia aquosa ou mucoide com fibrina
e sangue, febre, anorexia, depressdo e choque, sendo a taxa de mortalidade
inversamente proporcional a idade dos animais atingidos (SANTOS et al. 2002a;
SMITH, 2010). Por serem bactérias intracelulares facultativas, podem sobreviver e
multiplicar-se dentro de macréfagos, sendo subsequentemente transportadas aos
linfonodos mesentéricos e a outros o6rgaos (JONES et al. 2008), determinando
pneumonia, meningite, poliartrite, osteite e gangrena seca das extremidades, dentre
outras complicacdes (WRAY & DAVIES, 2000).

Os animais podem, ainda, se recuperar do quadro clinico e transformar-se em
carreadores ativos, excretando o microrganismo continua ou intermitentemente nas
fezes por semanas ou até anos, contaminando o ambiente, alimentos e suas crias
(WRAY & DAVIES, 2000). Estudo realizado por CUMMINGS et al. (2009) em rebanhos
bovinos encontrou que a excrecdo fecal de S. Typhimurium por animais que se

recuperaram da doenca teve duracdo mediana de 66 dias.



Embora a febre seja um dos sinais clinicos mais comuns durante a salmonelose,
a sua ocorréncia nem sempre é facilmente caracterizada em budfalos, em decorréncia da
deficiente termorregulacdo da espécie, em funcdo da baixa densidade de glandulas
sudoriparas na pele desses animais. Assim, aumentos fisioldgicos da temperatura
corporal podem estar diretamente relacionados a altas temperaturas ambientais (DAS
et al. 1999).

A desidratacdo que se desenvolve pode ser monitorada clinicamente, pela
avaliacdo do pregueamento da pele, tempo de preenchimento capilar ou grau de
retracdo do globo ocular. No laboratério, a avaliacédo se faz pela mensuracéo seriada do
volume globular e da concentracdo de proteinas plasmaticas, que aumentam a medida
gue ocorre perda de agua em razao da desidratagdo (FETTMAN, 2007).

As alteracbes hematologicas que ocorrem nas enterites sdo variadas. Relata-se
leucocitose associada a neutrofilia e linfopenia em bezerros bubalinos acometidos por
diarreia induzida experimentalmente (NIAZ et al. 2000). Em seu estudo, SANTOS et al.
(2002a) relataram que bezerros bovinos infectados experimentalmente com S.
Typhimurium apresentaram, além do aumento do volume globular, da contagem de
hemacias e do teor de hemoglobina, neutropenia, linfopenia, hipoglicemia, elevacdo das
concentracdes de nitrogénio ureico sanguineo, creatinina e fibrinogénio, bem como
diminuicdo das concentracdes de CO, total, calcio, sédio, cloro, proteina total e
albumina. SILVA et al. (2010b) relataram ainda menores concentracdes séricas de ferro
e magnésio em bezerros bovinos com salmonelose experimental. Durante as diarreias,
ocorre ainda alteracdo da calemia, seja pela perda fecal de potassio ou pela sua
redistribuicdo durante a acidose, podendo a concentracdo do eletrélito se tornar maior,
normal ou menor (SCOTT et al. 2008).

A acidose metabdlica pode ser identificada em animais diarreicos como
consequéncia da perda de bicarbonato pelo trato intestinal e da producéo de acidos
organicos no célon. Adicionalmente, a diminuicdo das perfusGes tecidual e renal,
provocada pela desidratacdo, resulta na producdo de acido latico e na diminuicdo da
excrecdo urinaria de ions hidrogénio, respectivamente, exacerbando o quadro de

acidose (SCOTT et al. 2008). Alguns estudos envolveram a avaliacdo das variaveis



hemogasométricas em bezerros bubalinos (SINGH & KOHLI, 1980; SOBTI et al. 1984;
RANDHAWA et al. 1993), porém, nenhum investigando o equilibrio acido-base em
animais diarreicos.

GRODZKI et al. (1991) verificaram, em bezerros com diarreia, aumento das
atividades séricas das enzimas fosfatase alcalina, alanina aminotransferase e aspartato
aminotransferase, o que poderia sugerir a presenca de lesdo hepética nesses animais.
Por outro lado, SANTOS et al. (2002a) ndo observaram alteracbes nas atividades
séricas dessas enzimas em bezerros acometidos por salmonelose.

Foram identificadas também alteracbes no teor sérico de proteinas de fase
aguda, em especial da haptoglobina, em bezerros infectados experimentalmente com
Salmonella spp (DEIGNAN et al. 2000). A técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de soédio (SDS-PAGE), que possibilita a
identificacdo de mais de 20 proteinas, mesmo em baixas concentracdes ou em
microquantidade de plasma ou soro (FAGLIARI et al. 2003), foi usada por SILVA (2007)
e AVILA (2009) para a determinacdo do proteinograma sérico durante a salmonelose
em bezerros bovinos. Analisando os resultados, SILVA (2007) detectou aumento das
concentracdes de haptoglobina 72 horas apos a infeccdo por S. Dublin, enquanto
AVILA (2009) ndo constatou aumento significativo no teor sérico dessa proteina em
bezerros infectados por S. Typhimurium e ndo tratados. Em bufalos sadios, SATIJA et
al. (1979) identificaram, por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida, 11 bandas
proteicas no soro sanguineo. Entretanto, apesar da importancia das proteinas de fase
aguda no diagnostico e prognostico de doencas, sdo escassos 0s relatos da
determinagdo destas proteinas em bufalos em diferentes situacdes clinicas
(HORADAGODA et al. 2001; FAGLIARI et al. 2010).

2.3 Infeccéo experimental

Quanto ao desenvolvimento de modelos experimentais para estudo da
salmonelose, encontram-se na literatura relatos do uso de inéculos contendo entre 108

e 10'° UFC de S. Typhimurium na inducéo dessa enfermidade em bezerros bovinos
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(SANTOS et al. 2002a; FECTEAU et al. 2003; AVILA, 2009). Ainda em bovinos, sob
condicdes experimentais, de maneira geral, a infeccdo com 10* a 10’ UFC causa
diarreia transitéria que persiste por 48 a 192 horas, enquanto doses entre 10® a 10™
UFC causam doenca septicémica de evolugdo aguda, com morte em curto espaco de
tempo (TSOLIS et al. 1999; SANTOS et al. 2002a). Bezerros bubalinos manifestaram
quadro diarreico 24 a 96 horas ap6s serem inoculados com 10® UFC de S. Dublin, com
a recuperacao espontanea ocorrendo entre 9 e 11 dias ap0s a infeccdo (SANTANA,
2012).

E importante salientar que o nimero de bactérias necessario para causar a
doenca depende da viruléncia da cepa, da idade e estado imunolégico e nutricional do
hospedeiro e das condi¢cdes ambientais (JONES et al. 2008). GRAHAM et al. (2005)
atentam para a provavel influéncia de fatores ambientais sobre a capacidade de
sobrevivéncia e dispersdo de S. Typhimurium na natureza, o que levaria a variacdes
individuais na manifestacdo clinica da doenca, e também de uma propriedade para

outra.

2.4 Diagnostico microbiologico

Para o diagnostico de salmonelose, o isolamento bacteriologico de Salmonella
spp a partir de amostras ambientais e clinicas provenientes dos animais, seguida da
sorotipagem, € o método de referéncia. Os métodos tradicionais para esse isolamento
baseiam-se em etapas de pré-enriguecimento, enriquecimento em caldos seletivos,
plagueamento em meios também seletivos e caracterizacdo das colbnias suspeitas nos
testes bioquimicos e sorolégicos (WALTMAN, 2000; WRAY & DAVIES, 2000).

Segundo WALTMAN (2000), existem trés tipos de caldos de enriquecimento
seletivo: selenito, tetrationato e Rappaport-Vassiliadis. Ha trabalhos que priorizam a
utilizacdo de um ou outro caldo (NASCIMENTO et al. 2000; HARA-KUDO et al. 2001).
O caldo selenito cistina obteve maior eficiéncia que os caldos tetrationato Muller-
Kauffmann e Rappaport-Vassiliadis na recuperacédo de S. Dublin das fezes de bezerros
(SILVA et al. 2008). FERNANDES et al. (2004) indicam o uso simultaneo de dois ou
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mais caldos de enriquecimento. SCHONENBRUCHER et al. (2008) defendem a
combinagcdo dos caldos tetrationato Muller-Kauffmann e Rappaport-Vassiliadis. Ja
guanto ao isolamento bacteriano, o uso do meio cromégeno &gar xilose lisina tergitol 4
(XLT4) é recomendado para a deteccdo de S. Typhimurium a partir de amostras fecais.
A combinacao de enriqguecimento em caldo Rappaport-Vassiliadis com isolamento neste
agar obteve 100% de especificidade na recuperacdo de Salmonella spp das fezes de
suinos (MICHAEL et al. 2003).

2.5 Tratamento antimicrobiano

Tendo em vista as dificuldades na prevencéo e na erradicagédo da salmonelose, o
estabelecimento de terapias eficientes normalmente constitui a maneira mais préatica de
reduzir os prejuizos causados pela doenca nos criatorios. Tratamentos praticos e
econdmicos sao indispensaveis para reduzir a incidéncia, a mortalidade e as perdas
econbmicas associadas as diarreias neonatais. O entendimento dos mecanismos
causadores é fundamental para uma abordagem terapéutica racional, a qual envolve o
uso de drogas para restringir os efeitos da doenca e bloquear sua evolugéo
(CONSTABLE et al. 1996).

Para o tratamento da salmonelose, deve-se considerar a utilizacdo de solugbes
eletroliticas pela via oral ou parenteral, administradas o mais precocemente possivel,
bem como o uso de antiinflamatérios néo esteroidais, para controlar a cascata da
inflamacdo (SMITH, 2010). Embora controverso, também é indicado o uso da
antibioticoterapia, com o intuito de combater o agente e minimizar a sua excrecao (VAN
DUIJKEREN & HOUWERS, 2000; FECTEAU et al. 2003). Em decorréncia de ser uma
bactéria intracelular facultativa, a eficiéncia terapéutica contra Salmonella spp sera
maior se 0 antimicrobiano selecionado atingir maior concentracdo no meio intracelular
(SMITH, 2010).

Ha grande interesse cientifico em relacdo ao uso criterioso de antimicrobianos no
tratamento das infeccbes nos animais de producdo, bem como na utlizacdo de

antibiéticos exclusivos para medicina veterinaria. 1sso ocorre, principalmente, devido a
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possibilidade do aparecimento e da disseminagcédo de patdogenos bacterianos resistentes
a diversos principios ativos, capazes de infectar o ser humano. Essas infec¢bes podem
prolongar o tempo de evolugcédo da doenca e, se néo tratadas com antimicrobianos
alternativos, geralmente mais caros, resultam em elevadas taxas de morbidade e de
mortalidade (WHITE et al. 2000). Em estudo desenvolvido por SINGH et al. (2010), foi
frequente a multipla resisténcia a antibioticos entre cepas de Salmonella spp isoladas
de bufalos, em especial a aminoglicosideos, oxitetraciclina, ampicilina e cefalexina,
sendo muitos dos sorovares isolados associados a diarreia nos bezerros.

0] florfenicol [d-treo-3-fluoro-2-dicloroacetamido-1-(4-metilsulfonilfenil)-1-
propanol], um analogo estrutural do tianfenicol e do cloranfenicol, foi aprovado pelo
Food and Drug Administration (FDA) em 1996 para uso em animais de produgéo, mas
ndo para uso em humanos (WHITE et al. 2000). Trata-se de um antibidtico
bacteriostatico que atua inibindo a sintese protéica microbiana. Este composto
apresenta espectro de atividade similar ao do cloranfenicol, sendo ativo em
concentracdes menores contra ampla variedade de agentes bacterianos, inclusive
aqueles resistentes ao cloranfenicol (PAPICH & RIVIERE, 2009). Outro aspecto
vantajoso deste antimicrobiano € a auséncia de risco de anemia aplasica,
frequentemente associada ao uso de seu analogo (SAMS, 1997). Quando administrado
pela via intramuscular em bovinos, o florfenicol é absorvido lenta e quase
completamente, apresentando uma biodisponibilidade de 78%. Nessa mesma espécie,
sua meia-vida de eliminacdo é de 2 a 4 horas. Porém, administragcfes intramusculares
podem prolongar o tempo de elimina¢do, devido a lenta absorcdo, conferindo efeito
prolongado a droga (PAPICH & RIVIERE, 2009). O florfenicol apresenta boa
distribuicdo tecidual, atingindo concentracdes relativamente elevadas nos pulmdes,
musculos, bile, intestino delgado, rins e urina. Em bovinos, a maior parte da droga
(64%) é excretada na forma original pela urina, o resto ocorre na forma de metabolitos
urinarios e pelas fezes (DOWLING, 2006; PAPICH & RIVIERE, 2009).

AVILA (2009) e SILVA et al. (2010a), estudando bezerros infectados,

respectivamente, por S. Typhimurium e S. Dublin, verificaram que o tratamento com
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florfenicol reduziu a eliminacdo fecal do agente e melhorou o quadro clinico dos
bezerros.

Considerando a importancia da salmonelose como causa de morte em bezerros
bubalinos durante as primeiras semanas ap6s 0 nascimento, a caréncia de estudos
sobre a utilizacdo de tratamentos eficientes que garantam resultados satisfatorios sem
favorecer o surgimento de bactérias resistentes aos antimicrobianos utilizados em
medicina humana e a necessidade do desenvolvimento de técnicas que permitam o
monitoramento epidemioldgico dessa enfermidade, propbs-se a realizacdo deste
trabalho.
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. OBJETIVOS

. Avaliar as alteragGes clinicas e laboratoriais de bezerros bubalinos infectados
experimentalmente com Salmonella Typhimurium, de modo a compreender a
evolucdo dessa doenca e obter informacdes auxiliares no seu diagnéstico e
prognastico.

. Avaliar o efeito do tratamento de bezerros bubalinos infectados experimentalmente
com S. Typhimurium, utilizando-se o antibiético florfenicol.

. Avaliar a eficiéncia dos caldos Rappaport-Vassiliadis, selenito-cistina e tetrationato
Muller-Kauffmann no isolamento bacteriolégico de S. Typhimurium a partir de

amostras de fezes e orgaos de bezerros bubalinos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1Caracteristicas e manejo dos animais

Ao longo do estudo, foram utilizados 15 bezerros bubalinos sadios da raca
Murrah, no primeiro més de vida, com peso médio de 52 Kg e resultado negativo para
Salmonella spp ao exame bacteriolégico das fezes. Os bezerros foram obtidos de
rebanhos comerciais da regido de Marilia e de Ibitinga — SP, sendo que todos eles
ingeriram o colostro materno. Durante o periodo experimental, os animais foram
alojados em abrigos individuais (medindo 1,30 m x 1,50 m x 1,45 m) suspensos a 0,4 m
do chéo e localizados numa éarea externa, de piso de concreto, do Laboratorio de Apoio
a Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV— UNESP-
Campus de Jaboticabal. Os animais receberam quatro litros de leite in natura
pasteurizado tipo A! ao dia, divididos em dois repastos (as 7:00 e as 16:00 horas), além
de racdo comercial inicial®, feno e agua a vontade. A higienizacdo dos abrigos e
vasilhames era realizada duas vezes ao dia com detergente, agua e desinfetante a
base de amdnia quaternéria e glutaraldeido®.

O trabalho de pesquisa foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da FCAV-UNESP, sob o protocolo n°® 004929/10.

4.2 Preparo do inoculo de Salmonella Typhimurium

Os in6culos para a inducéo da infeccédo experimental (desafio) foram preparados
a partir de uma amostra de S. Typhimurium (registro IOC 6333/06), sensivel ao
antibiotico florfenicol, originalmente isolada de fezes de bovinos infectados durante
surto de salmonelose e arquivada no Centro de Referéncia de Enterobactérias do

Departamento de Bacteriologia da Fundacéo Oswaldo Cruz, Manguinhos-RJ.

! Matilat, Laticinios Matinal, Catanduva, S&o Paulo.
? Fri-Bezerros, Nutreco Fri-Ribe, Pitangueiras, S&o Paulo.
¥ AVT 500, Poly Sell, Louveira, S&o Paulo.
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Para assegurar a identidade da bactéria utilizada no preparo do indculo e conferir
maior seletividade ao meio de cultura empregado para seu isolamento, foi induzida a
resisténcia da cepa de S. Typhimurium ao acido nalidixico (Nal). Esta foi realizada
centrifugando-se uma aliquota do indculo fresco a 13.000 x g, por 20 minutos. Apos a
separacdo do sobrenadante, uma alcada do precipitado foi inoculada em caldo BHI
(Brain Heart Infusion)* contendo Nal na concentracdo de 25pug/mL e, apds turvacao,
semeada em agar nutriente®. Apds crescimento, inoculou-se uma coldnia em caldo BHI
contendo 50 pg de Nal/mL, com subsequente plagueamento em agar nutriente apos
turvacdo. Fez-se o teste inoculando-se uma coldnia supostamente resistente em agar
verde brilhante modificado® com 50ug de Nal/mL, tendo ocorrido crescimento da
mesma, o0 que caracterizou a obtencdo de resisténcia da cepa a este antibidtico.

Os in6culos foram preparados de acordo com o preconizado por FECTEAU et al.
(2003), com algumas modificacdes. Inicialmente foi feito o cultivo da bactéria em 10 mL
de caldo BHI, durante 24 horas a 37°C, sob agitacdo. Apds o crescimento, foram
realizadas diluicbes seriadas de razdo 10 a partir de uma aliquota dessa cultura em
tubos contendo caldo BHI, mantidos em banho de gelo. Em seguida, foi feito o
plaqueamento de cada uma das diluicbes em agar nutriente e, ap6s o periodo de
incubacédo (24h/37°C), foi realizada a contagem do namero de col6nias pela técnica de
MILES & MISRA (1938), de forma a se determinar a concentragédo de colonias/mL nas
diluicdes seriadas e na cultura original, armazenada sob refrigeracdo. Cada bezerro
recebeu, aproximadamente, 10° unidades formadoras de coldnia (UFC), adicionadas
em 10 mL de caldo BHI, administradas por via oral, com auxilio de seringa estéril

(Figura 1), imediatamente antes da primeira mamada do dia.

* CM0225, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra
®> CM0003, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra.
® CM0329, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra.
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Figura 1. Inoculago oral de 10° UFC de S. Typhimurium em bezerro bubalino.

4.3 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Foi realizado teste de susceptibilidade aos antimicrobianos em agar Mueller-
Hinton’ para comprovar a sensibilidade da cepa de S. Typhimurium utilizada no preparo
do inoculo ao antibidtico florfenicol (escolhido para o tratamento do Grupo 3) e também
para confirmar se as salmonelas isoladas nas fezes e 6rgdos dos bezerros apés a
inoculacdo oral apresentavam o mesmo padrdo de sensibilidade ou resisténcia,
indicando a origem comum das bactérias. Para isso, foi aplicado o método de Kirby-
Bauer (BAUER et al. 1966), utilizando-se discos comerciais® impregnados com os
antibioticos acido nalidixico, ampicilina, ceftiofur, cloranfenicol, doxiciclina, eritromicina,
florfenicol, gentamicina, tetraciclina e trimetoprim/sulfametoxazol.

Para a realizacdo do antibiograma, a suspensao bacteriana foi inoculada em
caldo triptona de soja’ e ajustada para o padrdo McFarland de turbidez de 0,5.
Posteriormente, os indculos foram semeados em agar Mueller-Hinton utilizando suabes
estéreis. Apés um periodo de 3 a 5 minutos, os discos contendo antibioticos foram
colocados na superficie do agar, respeitando-se uma distancia minima de 24 mm entre

0S mesmos. As cepas Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC

" CM0337, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra.
® Sensifar, Cefar Diagnéstica, Sao Paulo, S&o Paulo.
® CM0129, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra.



16

27853 foram utilizadas como controle. As placas de cultura foram invertidas e colocadas
em estufa a 37°C, 15 minutos apés a colocacao dos discos, e a leitura foi realizada 16 a
18 horas apds a incubacdo (Figura 2). A interpretacdo dos resultados foi realizada
baseando-se no diametro das zonas de completa inibicdo, conforme recomendacao do
Clinical and Laboratory Standards Institute (2008).

Figura 2. Antibiograma realizado a partir de cultura de S. Typhimurium, mostrando a
sensibilidade bacteriana aos antibiéticos florfenicol e trimetoprim/sulfametoxazol
(setas) e resisténcia aos antibiéticos doxiciclina, tetraciclina e gentamicina (estrelas).

4.4 Grupos experimentais

Os bezerros bubalinos foram alocados aleatoriamente em trés grupos
experimentais, constituidos por 5 bezerros cada, submetidos aos seguintes
tratamentos:

Grupo 1: administragéo oral de 10 mL de caldo BHI (grupo controle).

Grupo 2: administracdo oral de 10° UFC de Salmonella Typhimurium suspensas
em 10 mL de caldo BHI.

Grupo 3: administracdo oral de 10° UFC de S. Typhimurium suspensas em 10
mL de caldo BHI e tratamento intramuscular com 20 mg de florfenicol’*/Kg, em 2 doses,
com intervalo de 48 horas, com a primeira dose as 96 horas e a segunda as 144 horas

apos a inoculacgao.

1% Nuflor, Intervet Schering-Plough Animal Health, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro.
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4.5 Exame fisico

Os bezerros foram submetidos ao exame fisico (FEITOSA, 2008), imediatamente
antes da inoculacdo e, a partir de entdo, a cada 12 horas, para avaliacdo da
temperatura retal e da consisténcia das fezes, e a cada 24 horas, para os demais
parametros (frequéncia respiratéria, frequéncia cardiaca, comportamento, apetite e grau
de desidrata¢c&o), ao longo de sete dias apds a infec¢do experimental ou até o final da
evolucdo clinica da doenca.

Receberam escores a consisténcia das fezes: 0 = normal (fezes pastosas, bem
formadas), 1 = diarreia discreta (fezes pastosas, com tendéncia a liquidas), 2 = diarreia
moderada a grave (fezes liquidas) (Figura 3); o comportamento: 0 = normal, 1 = apatico
e 2 = decumbente (animal com dificuldade para permanecer em esta¢do); o grau de
desidratacao: 0 = ausente (turgor de pele normal e olhos brilhantes), 1 = leve (turgor de
pele discretamente diminuido e olhos néo retraidos), 2 = moderada a severa (turgor de
pele diminuido e olhos retraidos) e o apetite: 0 = normal, 1 = diminuido e 2 = ausente
(TREMBLAY, 1990). A temperatura retal foi aferida por meio de termémetro clinico e o

peso corporal foi mensurado no inicio e ao término do estudo.

4.6 Coletas e processamento das amostras de sangue

As coletas de sangue foram realizadas imediatamente antes da inoculacdo (Oh) e
a partir dai, a cada 24 horas até o sétimo dia ap6s a inoculacdo (24 a 168 horas). As
coletas foram realizadas, apos antissepsia local com alcool iodado, mediante a puncgéo
da veia jugular utilizando-se sistema de coleta a vacuo'' e agulha 25 x 8 mm. Foram
obtidas amostras de 5 mL de sangue em frascos de plastico siliconizados, contendo
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), para a realizacdo de hemograma; amostras de
5 mL de sangue em frascos com anticoagulante fluoretado, para a avaliagdo da
glicemia e amostras de 20 mL de sangue em frascos sem anticoagulante, para as

analises bioguimicas do soro sanguineo. Para as analises hemogasomeétricas, foram

' BD Vacutainer, Becton Dickinson Industrias Cirtrgicas Ltda., Juiz de Fora, Minas Gerais.
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coletadas amostras de sangue em seringas plasticas'* de 1 mL, contendo heparina
sédica™® como anticoagulante, e mantidas sob refrigeracdo até o processamento das
amostras.

As amostras coletadas com anticoagulante fluoretado foram imediatamente
centrifugadas a 1.000 x g durante cinco minutos, obtendo-se o plasma necessario a
dosagem de glicose. As amostras de sangue sem anticoagulante foram centrifugadas a
1.000 x g durante 10 minutos, obtendo-se aliquotas de 1,5 mL de soro, que foram
armazenadas em tubos tipo eppendorf, previamente identificados, e congeladas (-20°C)

até o momento da realizacdo das analises.

4.7 Coleta de fezes

Com o auxilio de suabes estéreis, foram coletadas, em triplicata, amostras de
fezes diretamente da ampola retal de todos os bezerros, para avaliar a presenca de
Salmonella Typhimurium, imediatamente antes da inoculacdo e, em seguida,
diariamente, até a obtencdo de dois diagndsticos negativos no isolamento
bacteriol6gico com intervalo de 15 dias (RADOSTITS et al. 2007).

4.8 Anédlises laboratoriais

As amostras de sangue total, plasma, soro sanguineo, fezes e 6rgdos foram
analisadas no Laboratorio de Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinaria da FCAV— UNESP- Campus de Jaboticabal.

4.8.1 Hemogasometria e dosagem de eletrélitos sanguineos

As variaveis hemogasométricas pH, diéxido de carbono total (tCO,), bicarbonato
(HCO3), excesso de base, pressao parcial de dioxido de carbono (pCO,), pressao
parcial de oxigénio (pO,), saturacdo de oxigénio (SO;) e anion gap, avaliadas nas

amostras de sangue venoso heparinizado, foram mensuradas em um analisador

'2 Injex Industrias Cirdrgicas Ltda., Ourinhos, S&o Paulo.
'3 Actparin, Laboratério Bergamo, Tabodo da Serra, Sao Paulo.
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automatico™® de pH e gases sanguineos. Nessa mesma ocasido, foram mensuradas as
concentracbes sanguineas de sédio (Na*), potassio (K*), célcio ionizado (Ca?") e de

cloretos (CI") no mesmo equipamento.

4.8.2 Hematologia

De cada amostra de sangue venoso coletada com anticoagulante EDTA foram
aferidos os dados relativos a contagem de hemécias, o volume globular, o teor de
hemoglobina e as contagens de leucécitos e plaquetas, em aparelho automatico™. A
contagem diferencial de leucdcitos foi realizada a partir da contagem em esfregaco
sanguineo corado de 100 células, com corante de Rosenfeld modificado, em
microscopia optica de luz (GARCIA-NAVARRO, 2005).

4.8.3 Andlises bioquimicas

Foram avaliadas a concentracdo plasmatica de glicose (método enzimético de
PAP); as atividades séricas de gamaglutamiltransferase (método de Szasz modificado),
fosfatase alcalina (método de Bowers e Mc Comb modificado), aspartato
aminotransferase (método cinético UV-IFCC) e de lactato desidrogenase (método do
piruvato-lactato); e as concentracdes séricas bilirrubina total e direta (método de Sims-
Horn), ureia (método enzimatico UV), creatinina (método Labtest), calcio total (método
CPC), fosforo (método de Daly e Ertingshausen modificado), magnésio (método
Labtest), ferro (método de Goodwin modificado), proteinas totais (método do biureto) e
albumina (método verde de bromocresol). Os testes foram realizados utilizando-se

conjuntos de reagentes de uso comercial®®

. As leituras das analises bioquimicas foram
realizadas em espectrofotdmetro semiautomatico’’, com comprimentos de onda
especificos para cada constituinte. O teor plasmatico de fibrinogénio foi obtido pelo

método de precipitacdo pelo calor e leitura em refratdmetro™® (MILLAR et al. 1971). O

* Omni C, Roche Diagnostics, Mannheim, Baden-Wiirttemberg, Alemanha.
* pocH — 100 iV Diff, Sysmex, Kobe, Hydgo, Japao.

!® | abtest Diagnéstica, Lagoa Santa, Minas Gerais.

" Labquest, Labtest Diagnéstica, Lagoa Santa, Minas Gerais.

¥ ATAGO CO., Téquio, Japao.
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proteinograma sérico foi obtido pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS—-PAGE), proposta por WEBER & OSBORN
(1969). Por meio desta técnica, foi verificado o teor de anticorpos colostrais, conforme
indicado por FAGLIARI et al. (2006).

4.8.4 Isolamento bacteriolégico

O isolamento de S. Typhimurium a partir das amostras de suabes retais foi
realizado de acordo com as recomendacfes de SANTOS et al. (2002a), com algumas
modificagbes. Os suabes coletados foram colocados em tubos contendo 10 mL de
caldo Rappaport-Vassiliadis*® (RV), caldo selenito-cistina®® (SC), caldo tetrationato
Muller-Kauffmann? (TMK), sendo estes cultivados por 24 horas a 37°C. Posteriormente,
uma alcada de cada um dos caldos de enriquecimento seletivo foi semeada em agar
XLT4%, contendo &cido nalidixico na concentracdo de 50 pg/mL, e incubado a 37°C por
48 a 96 horas. Col6nias apresentando morfologia caracteristica do género Salmonella
(Figura 3) foram bioquimicamente testadas, utilizando-se &gar triplice aglcar ferro®
(TSI) e &gar lisina ferro®* (LIA). Apés a comprovacdo bioquimica, foi realizada
soroaglutinacdo em lamina, utilizando-se soros®® polivalente antiantigenos somaticos
(anti-O) de Salmonella spp e antiantigenos somaticos do sorogrupo B, no qual se inclui

S. Typhimurium.

9 ©M0866, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra.

% CM0699, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra.

1 CM0343, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra.

22 223420 e 235310, BD Difco, Becton, Dickinson and Company, Sparks, Maryland, EUA.
28 CM0277, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra.

24 CM0381, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra.

?® Probac do Brasil, Sdo Paulo, S&o Paulo.
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Figura 3. Colbnias de S. Typhimurium semeadas em &gar XLT4, contendo 50 pg de acido
nalidixico/mL.

Amostras de orgdos dos animais submetidos a necropsia (tonsilas, linfonodos
submandibulares, pulmdes, figado, baco, intestinos delgado e grosso, linfonodos
mesentéricos e rins) foram coletadas assepticamente, utilizando-se instrumental estéril.
Os fragmentos dos 6rgéos foram transferidos para sacos plasticos estéreis e diluidos
em &gua peptonada®® tamponada a 2% (1:10). As amostras foram homogeneizadas?’ e
incubadas por 24 horas a 37°C. Apos esta etapa de pré-enriquecimento, aliquotas de 1
mL foram transferidas para caldos RV, SC e TMK, incubadas e processadas sob as

mesmas condi¢cdes descritas para os suabes retais.

4.9 Exame anatomopatoldgico

Ao término do periodo experimental, foi realizada a eutanasia de um animal do
grupo controle (Grupo 1), trés animais do Grupo 2 e trés animais do Grupo 3, utilizando
50 mg de cloridrato de xilazina®® IV e 400 mg de cloridrato de lidocaina® pela via
intratecal, por individuo. Realizaram-se, no Departamento de Patologia Veterinaria da
FCAV — Campus de Jaboticabal, os exames necroscopicos desses animais, bem como
0 de um bezerro do Grupo 3, que veio a Obito naturalmente. Nessa ocasido, foram

coletados fragmentos de tonsilas, linfonodos submandibulares, pulmdes, figado, baco,

*6 CM0509, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra.

" Homogeneizador de amostras MA 440, Marconi, Piracicaba, Sdo0 Paulo.
?% Xilazin, Syntec, Hortolandia, S&o Paulo.

9 Xylestesin 2% S/V, Cristalia, Itapira, S&o Paulo.
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intestino delgado e grosso, linfonodos mesentéricos e rins, para a realizacdo de exames
histopatoldgicos (WINTER, 1969; VASCONCELOS, 1988). Esses fragmentos de tecidos
foram fixados em formalina a 10% tamponada com fosfatos (pH 7,2) e entdo incluidos
em parafina para a realizacdo de cortes histologicos corados por hematoxilina e eosina
(HE). Os cortes histoldgicos foram avaliados em microscopia de luz (BACHA & BACHA,
2000; TOLOSA et al. 2003).

4.10 Andlise estatistica

As variaveis quantitativas foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e ao
teste de Tukey para comparacdo entre pares de médias, com auxilio do programa
estatistico AgroEstat (BARBOSA & MALDONADO JR, 2011).

Para as variaveis consisténcia das fezes e excesso de base, empregou-se a
analise de variancia nao paramétrica, utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis e o teste
de Dunn para comparacao entre pares de médias, com auxilio do programa estatistico
computadorizado GrafPad Prism (Verséo 3.0).

Os resultados do isolamento bacteriol6gico foram comparados pelo teste do qui-
guadrado de McNemar com auxilio do programa Statistical Analysis System (SAS -
Versdo 9.1). A concordancia entre os diferentes caldos de enriquecimento utilizados foi

determinada pelo coeficiente de associacdo Kappa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Exame fisico

Os resultados referentes ao exame fisico dos animais durante o periodo
experimental estdo apresentados nas Tabelas 1 a 6 e nas Figuras 4 a 8. As variaveis
comportamento, desidratacdo clinica e apetite sdo apresentadas de forma descritiva,
em virtude de terem se mantido na normalidade (grau 0) na maioria dos animais dos
grupos experimentais.

Ndo houve Obito em decorréncia da salmonelose em nenhum grupo
experimental, nem indicios da ocorréncia da forma septicémica da doenca,
concordando com SMITH (2010), que relata que a infeccdo por S. Typhimurium em
bezerros bovinos provoca principalmente lesdes entéricas.

S. Typhimurium foi capaz de provocar quadros de enterite aguda e nao
demonstrou, nas condi¢cdes deste estudo, ser adaptada a espécie bubalina, uma vez
gue, de acordo com a definicho de WALLIS (2006), sorotipos adaptados a uma
determinada espécie animal estdo associados a doenca sistémica ou quadro clinico
grave, enquanto que os sorotipos ndo adaptados estdo associados as infeccoes
assintomaticas ou gastroenterites autolimitantes. No entanto, deve-se considerar que
outros fatores, além da espécie animal e sorotipo de Salmonella, estdo relacionados
com a severidade da infeccdo, como a viruléncia da cepa, dose infectante, idade e
condicdo imune do hospedeiro e regido geogréafica (WALLIS, 2006; JONES et al. 2008).

5.1.1 Frequéncias respiratdria e cardiaca

Durante a auscultacdo pulmonar, ndo foram observadas alteracbes dignas de
nota. Os valores médios de frequéncia respiratéria durante o experimento oscilaram
pouco e ndo se constatou diferenca estatistica entre os momentos avaliados, dentro

dos grupos (Tabela 1).
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Respiracdo ofegante pode ser observada em bezerros com diarreia, na tentativa
de reduzir a acidose metabdlica que se instala (SCOTT et al. 2008). Embora neste
estudo ndo tenha ocorrido variacdo significativa da frequéncia respiratéria, € possivel
notar que a maior média registrada no Grupo 2 ocorreu as 96 horas, momento em que
ocorreram as maiores alteragbes no equilibrio acido-base nesse grupo (resultados
discutidos adiante).

A frequéncia cardiaca dos bezerros néo sofreu variagdes relevantes ao longo do
tempo (Tabela 2), com exce¢do do Grupo 1, cujo valor no momento anterior a
inoculacéo (0 hora) foi significativamente maior em relacdo ao Grupo 3. Tal diferenca,
restrita ao primeiro momento de avaliagdo, provavelmente esteja relacionada a
adaptacdo dos animais a rotina experimental.

Segundo RADOSTITS et al. (2007), animais com salmonelose podem apresentar
aumento da frequéncia cardiaca, o que nédo foi observado, de forma significativa, no

presente estudo.

Tabelal. Frequéncia respiratéria (médiatdesvio padrdo; mpm) de bezerros bubalinos
sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 24,4+5,64Aa 25,4+6,07 Aa 26,4+3,58Aa
24 23,0+8,31Aa 25,8+2,83Aa 21,6+6,07Aa
48 22,0+7,62Aa 28,6+5,22Aa 21,6+4,56Aa
72 23,4+11,7Aa 27,0+5,22 Aa 20,8+6,57Aa
96 22,2+6,42Aa 32,6+5,22Aa 24,0+ 4,00Aa
120 23,4+5,08 Aa 26,2+2,19Aa 24,8+5,22Aa
144 19,4+4,22 Aa 29,4+3,58 Aa 21,6+4,56Aa
168 21,8+3,35Aa 27,8+4,90 Aa 20,8+1,79Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma

coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Tabela 2. Frequéncia cardiaca (médiatdesvio padréo; bpm) de bezerros bubalinos sadios
(Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com
10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 76,5+5,57Aa 59,2+5,22 ABa 56,4+7,80Ba
24 68,2+ 13,7Aab 60,0+7,48 Aa 56,0+ 4,69Aa
48 58,6 + 8,08Aabc 61,6+7,27 Aa 62,4+12,2Aa
72 53,2 +5,36Abc 62,4+11,9Aa 56,8+8,67 Aa
96 55,4 +9,79Abc 62,4+6,69 Aa 57,6+6,07Aa
120 51,4 +5,37Abc 57,6+4,56 Aa 59,6 +20,6 Aa
144 48,0+ 2,45Ac 63,2+9,96 Aa 56,8+ 15,1Aa
168 50,2 +1,48Abc 55,2+5,93 Aa 53,6+11,5Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

5.1.2 Temperatura retal

Apesar dos valores médios referentes a temperatura retal, aferida nos periodos
matutino e vespertino (Tabelas 3 e 4 e Figuras 4 e 5), terem se mantido dentro do
intervalo normal para recém-nascidos bubalinos em todos os grupos, observou-se
aumento nos valores médios nos grupos inoculados com S. Typhimurium (Grupos 2 e
3). Em ambos, as temperaturas atingiram valores maximos as 84 (tarde) e 96 horas
(manh&), embora s6 no Grupo 2 tenha se constatado diferenca estatistica em relacéo
ao respectivo valor basal (0 hora). No momento seguinte, coincidindo com o dia
posterior a aplicacdo da primeira dose de florfenicol no Grupo 3, estas passaram a
decrescer em ambos os grupos, reaproximando-se aos valores basais as 108 e 120
horas no Grupo 2 e declinando significativamente no Grupo 3, as 132 e 144 horas. No
Grupo 1, as temperaturas nao variaram de forma significativa, embora valores minimos
foram atingidos as 72 e 96 horas. Por outro lado, no mesmo grupo, os valores se
mantiveram estaveis durante o periodo vespertino.

Quando comparados grupos, no periodo matutino, a elevacdo da temperatura
retal nos animais inoculados (Grupos 2 e 3) e reducdo nos animais do grupo controle
(Grupo 1) provocou diferencas estatisticas significativas entre eles, as 72 e 96 horas.

No periodo vespertino, apenas o Grupo 2 diferiu significativamente do Grupo 1, das 60
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as 132 horas. Ja quando comparado com o grupo tratado com florfenicol (Grupo 3), o
Grupo 2 apresentou médias significativamente maiores as 60, 132 e 156 horas.

A maior temperatura registrada foi de 40,0° C, em um animal do Grupo 2 as 72
horas, e a menor foi de 35,8° C, em um animal do Grupo 3, as 144 horas.

A interpretacdo da temperatura retal € dificultada em bufalos, uma vez que esta é
bastante influenciada pelas condicbes ambientais, pois, devido a escassez de glandulas
sudoriparas, a espécie tem dificuldade de termorregulacdo (DAS et al. 1999). Este fato
explica as maiores médias encontradas no periodo vespertino em relacdo ao matutino.

Apesar de nado terem sido registrados valores superiores aos considerados
fisiolégicos para bufalos desta faixa etéria, os resultados mostram que a bactéria
inoculada foi capaz de induzir quadro infeccioso e provocar aumento da temperatura
corporal durante o periodo avaliado. Como sao bactérias gram-negativas, a salmonelas
possuem LPS, também denominados endotoxinas, que sado extremamente ativos
biologicamente, desencadeando uma cascata imunoldgica que conduz, entre outros
efeitos, a febre (SMITH, 2010).

A falta do tratamento com florfenicol nos animais do Grupo 2 nao impediu que 0s
valores comecassem a baixar ao mesmo tempo que no grupo tratado (Grupo 3). Porém,
no periodo vespertino, a reducéo da temperatura apos inicio do tratamento no Grupo 3
foi maior que no Grupo 2, indicando um possivel efeito do antibidtico sobre esta
variavel, através da reducdo da carga bacteriana e, consequentemente, do quadro
inflamatario.

De forma semelhante aos resultados obtidos neste estudo, AVILA (2009) relatou
aumento da temperatura retal em bovinos neonatos infectados com a mesma cepa de
S. Typhimurium. Entretanto, tal aumento teve menor magnitude nos animais que
receberam tratamento a base de florfenicol, diferente do resultado obtido nos bezerros
bubalinos. SANTANA (2012) constatou temperaturas de até 41,4°C em bufalos
infectados experimentalmente com S. Dublin, com menor tempo de hipertermia nos

animais quando tratados com florfenicol.
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Tabela 3. Temperatura retal (médiatdesvio padrdo; °C), no periodo matutino, de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 37,7+0,32Aa 37,8+0,49 Aab 37,6+ 0,30Aab
24 37,2+0,55Aa 37,0+0,74 Ab 37,7+0,48Aab
48 37,0+0,35Aa 37,2+0,85Aab 37,5+ 0,68 Aab
72 36,6+0,48 Ba 37,9+1,24 Aab 37,9+0,83Aab
96 36,6+0,49Ba 38,2+0,30Aa 38,2+0,70Aa
120 36,8+0,15Aa 37,4+0,57 Aab 37,2+0,70Aab
144 37,1+0,36Aa 37,5+0,39 Aab 37,0+1,04Ab
168 37,2+0,32 Aa 37,2+0,55 Aab 37,3+0,58Aab

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma

coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Tabela4. Temperatura retal (médiatdesvio padréo; °C), no periodo vespertino, de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) no
dia da inoculagéo (12 horas) e nas 36, 60, 84, 108, 132 e 156 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

12 38,6+0,32Aa 38,5+0,27 Ab 38,6+ 0,23Aab
36 38,4+0,26 Aa 38,8+0,26 Aab 38,4+0,18Aab
60 38,2+£0,30Ba 39,0+£0,42 Aab 38,3+0,21Bab
84 38,3+0,29Ba 39,4+0,26 Aa 38,9+ 0,58ABa
108 38,2+0,18Ba 39,2+0,25Aab 38,5+0,71ABab
132 38,2+£0,18Ba 38,9+0,38 Aab 38,0+ 0,668b
156 38,4+0,23 ABa 38,6+0,39 Ab 37,9+0,63Bb

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma

coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 4. Variacdo dos valores médios da temperatura retal (°C), no periodo matutino, de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol

(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.

Figura 5. Variagdo dos valores médios da temperatura retal (°C), no periodo vespertino, de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol

(Grupo 3) no dia da inoculacdo (12 horas) e nas 36, 60, 84, 108, 132 e 156 horas
seguintes.
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5.1.3 Consisténcia das fezes

Os episadios de diarreia nos grupos infectados (Grupos 2 e 3) iniciaram-se 24 a
168 horas apés a inoculagdo (Tabelas 5 e 6 e Figura 6). O tempo mediano de
incubacao foi aproximadamente 3 e 4 dias nos Grupos 2 e 3, respectivamente. Apenas
um animal do Grupo 3 ndo manifestou diarreia durante o periodo experimental, apesar
da eliminagdo bacteriana nas fezes ter sido constatada pelo exame bacteriolégico.
Todos os demais bezerros infectados chegaram a apresentar diarreia de grau 2, de
coloracdo amarelada (Figura 7), com presenca de muco e/ou sangue (Figura 8). Todos
os dez animais infectados apresentaram ao menos um episddio de muco nas fezes,
ocorrendo o mesmo em relacdo a presenca de sangue. Em alguns momentos, notou-se
a presenca de fragmentos de mucosa intestinal nas fezes, assim como a manifestacao
de tenesmo em alguns animais. A cura clinica da diarreia ocorreu espontaneamente
entre 8 e 15 dias apos a infeccao experimental nos animais do Grupo 2 e entre 9 e 18
dias nos animais do grupo que recebeu tratamento a base de florfenicol (Grupo 3). De
maneira geral, ndo foi notada melhora na consisténcia das fezes apés administracéo do
antibiotico, sendo que em ambos os grupos infectados a duracdo mediana da diarreia
foi de 8 dias. Além disso, um animal do Grupo 3 manifestou o primeiro quadro diarreico
grave as 168 horas, apos ter recebido a segunda dose do antimicrobiano.

Os animais do grupo controle ndo apresentaram diarreia caracteristica de
salmonelose. A consisténcia das fezes destes bezerros variou de normal a diarreia
discreta, frequentemente observada nos animais lactentes.

De acordo com RADOSTITS et al. (2007), na enterite aguda observada na
salmonelose, ha diarreia severa e, ocasionalmente, tenesmo. As fezes contém muco e,
as vezes, sangue, fibrina e fragmentos de mucosa intestinal.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo semelhantes aos descritos por
SANTANA (2012) apés infeccdo de bubalinos neonatos com 10® UFC de S. Dublin. Este
autor observou inicio dos quadros de diarreia 24 a 96 horas apés a inoculagdo, com
cura espontanea em 9 a 11 dias pés-infeccdo. O mesmo também nado obteve melhora

apos instituicdo do tratamento com florfenicol, que, ao contrario, agravou e prolongou o
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quadro de diarreia nos animais. Por outro lado, SILVA (2007) e AVILA (2009)
observaram diminuicdo do tempo de diarreia em bezerros bovinos com salmonelose

tratados com o mesmo antibioético.

Tabela5. Periodo de incubacdo e duragcdo da diarreia, em dias, em bezerros bubalinos
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3).

Grupo 2 Grupo 3
Periodo de incubacéo 3a45 la7
Média 3,7 3,9
Mediana 3,5 3,8
Duracgdo da diarreia 4al115 55a17
Média 7.4 9,8
Mediana 8,0 8,3

Tabela 6. Escore da consisténcia das fezes (médiatdesvio padrdo) e frequéncia de
animais diarreicos (F) entre bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com
10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as
12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144, 156 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
F F F
0 0,4+0,5Aa 2/5 0,0+0,0Aa 0/5 0,0+0,0Aa 0/5
12 0,0£0,0Aa 0/5 0,0£0,0Aa 0/5 0,0+0,0Aa 0/5
24 0,0£0,0Aa 0/5 0,0+0,0Aa 0/5 0,2+0,4Aa 1/5
36 0,0£0,0Aa 0/5 0,0£0,0Aa 0/5 0,2+0,4Aa 1/5
48 0,0+0,0Aa 0/5 0,0+0,0Aa 0/5 0,0+0,0A2 0/5
60 0,0+0,0Aa 0/5 0,0£0,0Aa 0/5 0,4+0,9Aa 1/5
72 0,4+0,5Aa 2/5 0,4+0,9Aa 1/5 0,0+0,0Aa 0/5
84 0,0£0,0Aa 0/5 0,8t1,1Aa 2/5 0,6+0,9A2 2/5
96 0,2+0,4Aa 1/5 1,2+0,8Aa 4/5 0,4+0,9Aa 1/5
108 0,4+0,9Aa 1/5 1,2+1,1Aa 3/5 0,2+0,4Aa 1/5
120 0,2+0,4Aa 1/5 1,6+0,5Aa 5/5 1,2+1,1Aa 3/5
132 0,0£0,0Aa 0/5 1,4+0,9Aa 4/5 1,0+1,0Aa 3/5
144 0,0+0,0Aa 0/5 1,4+0,9Ba 4/5 0,6+0,5ABa 3/5
156 0,0£0,0Aa 0/5 1,0+1,0Aa 3/5 0,4+0,9A2 1/5
168 0,2+0,4Aa 1/5 1,4+0,9Aa 4/5 1,2+0,8Aa 4/5

O=normal; 1=diarreia discreta; 2=diarreia moderada a grave.
Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Dunn (P>0,05).
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Figura 6. Variacdo dos valores médios do escore da consisténcia das fezes de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculacéo (0 hora) e as 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144, 156 e
168 horas seguintes.

Figura 7. Caracteristicas das fezes (grau 2) de bezerro bubalino infectado com 10° UFC de S.
Typhimurium.
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Figura 8. Caracteristicas das fezes de bezerro bubalino infectado com 10° UFC de S.
Typhimurium, com presenca de muco e sangue.

5.1.4 Comportamento, apetite e grau de desidratacao

No que concerne ao comportamento, apenas um animal do Grupo 3 tornou-se
apatico ao sexto dia pos-infeccéo. Alguns bezerros dos grupos infectados manifestaram
dor a palpacdo abdominal. Ja o apetite, verificado durante o fornecimento do leite,
apresentou-se diminuido apenas em um bezerro do Grupo 2, no terceiro € no quarto dia
pos-infeccédo, e tornou-se ausente no mesmo animal do Grupo 3 que apresentou apatia,
no segundo e no sexto dia apds a inoculacdo. Apatia e anorexia sdo achados comuns
em animais com salmonelose (JONES et al. 2008) e resultados similares aos obtidos
foram descritos por SANTANA (2012) em bezerros bubalinos, apés infeccao
experimental com S. Dublin.

Quanto a desidratacdo clinica, em diferentes momentos, nos trés grupos
experimentais, observou-se desidratacdo leve (grau 1) em alguns animais. No Unico
individuo do grupo controle (Grupo 1) que apresentou esse quadro, a desidratacdo
inicial, observada a 0 e as 24 horas, se reverteu ao longo do periodo experimental. Ja
nos animais dos grupos infectados, esta se instalou ap6s o aparecimento do quadro
diarreico e/ou de diminuicdo do apetite. A desidratacdo leve nesses grupos foi
constatada em um animal do Grupo 2, ao sexto e sétimo dias apos a infeccdo, e em
dois bezerros do Grupo 3, ao terceiro dia pos-inoculacdo em um deles e ao sétimo dia
em ambos. Apesar da desidratacdo ser um dos achados clinicos mais comuns em
animais diarreicos, devido perda de agua nas fezes (SCOTT et al. 2008), nenhum

animal do experimento tornou-se gravemente desidratado, mesmo tendo apresentado
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diarreia severa. O fato provavelmente se deva a reposi¢cao hidrica adequada, uma vez
gue os animais ingeriam grande quantidade de agua voluntariamente. Os resultados
coincidem com os relatados por SANTANA (2012).

5.2 Hemogasometria e eletrélitos sanguineos

Os resultados obtidos na avaliacdo das varidveis hemogasométricas e de
eletrdlitos no sangue venoso dos bezerros bubalinos sédo apresentados nas Tabelas 7 a
18 e Figuras 9 a 20.

5.2.1 pH sanguineo

O pH sanguineo dos individuos dos Grupos 1 e 3 ndo variou de forma
significativa durante os sete dias avaliados (Tabela 7 e Figura 9). J& no Grupo 2, notou-
se aumento relevante do pH as 24 horas, seguido de acentuado declinio as 48 horas
pos-infeccdo. As 72 horas, tais valores ja haviam retornado a normalidade.

Durante todo o estudo, os valores médios de pH registrados nos trés grupos
experimentais estiveram proximos aos encontrados por FAGLIARI et al. (1998) em
bovinos e bufalos higidos do nascimento aos 45 dias de vida.

A acidose metabdlica é uma grave consequéncia da diarreia dos tipos
inflamatério, secretério e de ma absorcdo/ma digestdo causada por infec¢bes agudas
por salmonela (REBHUN, 2000). Inumeros fatores contribuem para o seu
desenvolvimento. Entre eles, a perda de ions bicarbonato nas fezes e absorcdo de
acidos produzidos pela fermentagdo microbiana da lactose no intestino grosso. Somam-
se a isso, a maior producdo de lactato pelo metabolismo anaerdbio e a reducdo da
excrecdo renal de ions hidrogénio, consequentes da reducdo da perfusdo tecidual e
renal provocadas pela desidratacdo (SCOTT et al. 2008). Entretanto, no presente
estudo, tais mecanismos néo ocorreram com gravidade suficiente para provocar queda
significativa do pH sanguineo nos animais, embora estes tenham apresentado quadros
de diarreia grave. Possivelmente, a adequada ingestdo hidrica demonstrada pelos

bezerros tenha contribuido favoravelmente a manutencéo do equilibrio 4cido-base, ao
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compensar a perda de fluido extracelular, propiciando, assim, a manutencéo da presséo
arterial e da resposta compensatoria renal.

SANTANA (2012), estudando bezerros bubalinos infectados experimentalmente
com S. Dublin, tratados ou ndo com florfenicol, tampouco encontrou variacdes
significaticas no pH sanguineo dos animais. O mesmo relato € feito por AVILA (2009)
em bezerros bovinos infectados com S. Typhimurium. J& num estudo envolvendo casos
naturais de diarreia em bezerras bovinas, FREITAS (2009) relata reducédo significativa

do pH sanguineo ao longo do periodo de paténcia da enfermidade.

Tabela 7. pH sanguineo venoso (médiatdesvio padrdo) de bezerros bubalinos sadios (Grupo
1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC
de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da inoculagéo (0 hora)
e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 7,35+ 0,02 Aa 7,36+0,02 Abc 7,36+0,02Aa
24 7,38+ 0,01 ABa 7,43+0,02 Aa 7,36+0,04Ba
48 7,39+ 0,01 Aa 7,34+0,08 Ac 7,36+0,03Aa
72 7,37£0,03Aa 7,40£0,02 Aab 7,36+0,05Aa
96 7,36+ 0,01 Aa 7,38+0,03 Abc 7,37+0,03Aa
120 7,36+ 0,03 Aa 7,38+0,02 Abc 7,35+0,04Aa
144 7,37£0,03Aa 7,38+0,01 Aabc 7,36+0,02Aa
168 7,37+ 0,03 Aa 7,36+0,02 Abc 7,33+0,04Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma

coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 9. Variacédo dos valores médios do pH sanguineo venoso de bezerros bubalinos sadios
(Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com
10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacdo
(0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

5.2.2 Total de di6xido de carbono (tCO,), concentracédo de bicarbonato (HCO3)

sanguineo e excesso de base (EB)

O total de didéxido de carbono (tCO,) indica o conteudo total de CO, no plasma,
constituido em aproximadamente 95% pelo HCO3; (CARLSON, 2010). Os valores
médios deste parametro no grupo controle (Grupo 1) mantiveram-se estaveis durante o
periodo experimental (Tabela 8 e Figura 10). J4 no Grupo 2, os valores declinaram a
partir das 48 horas, atingindo valor minimo as 96 horas, seguido de aumento as 120
horas e nova queda as 144 horas. Da mesma forma, no Grupo 3, os valores diminuiram
a partir das 72 horas, com menor valor as 96 horas, seguido de discreto aumento, que
se manteve até o final do periodo experimental. As 96 horas pés-infeccéo, os valores
médios de tCO, dos grupos inoculados (Grupos 2 e 3) foram significativamente
menores que o do grupo controle (Grupo 1).

Enquanto nos animais sadios (Grupo 1) a concentracdo sanguinea de
bicarbonato n&o variou de forma significativa, nos animais infectados néo tratados com
0 antimicrobiano (Grupo 2), esta declinou a partir das 72 horas, permanecendo baixa
até o final do periodo de avaliagdo (Tabela 9 e Figura 11). Ja no grupo tratado com

florfenicol (Grupo 3), apesar de ndo ser constatada diferenca estatistica ao longo do
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tempo, também notou-se queda entre 48 e 96 horas, com posterior elevacdo. A perda
fecal de ions bicarbonato, constituinte do principal sistema tampdo do compartimento
extracelular, é a principal causa de acidose em animais diarreicos (FETTMAN, 2007;
SCOTT et al. 2008).

Em relacdo ao excesso de base (EB), que indica o desvio do bicarbonato em
relacdo aos valores considerados normais (CARLSON, 2010), houve variacdo
significativa apenas no Grupo 2, no qual ocorreu aumento pontual marcante no excesso
de base as 24 horas (Tabela 10 e Figura 12). Nos demais momentos, ocorreu oscilacao
entre excesso e déficit de base, constatando-se o menor valor as 96 horas. No Grupo 1,
os valores variaram entre excesso e déficit de base, enquanto no Grupo 3 houve
predominancia de déficit de base ao longo do experimento. Segundo LISBOA et al.
(2002), parece razoavel considerar fisiologico, para bezerros bovinos, um valor de EB
entre -1,5 e +7,8 mMol/L. Valores negativos inferiores a esse indicariam deficiéncia de
base, caracterizando um quadro de acidose metabdlica, enquanto valores positivos
superiores indicariam alcalose metabdlica (FETTMAN, 2007). Considerando-se o0s
bezerros bubalinos, o valor médio esteve abaixo desse intervalo as 96 horas poés-
infeccdo, no Grupo 2.

Devido ao grau de diarreia apresentado pelos animais que receberam indculo
contendo S. Typhimurium (Grupos 2 e 3), era de se esperar que o valores de tCO,,
HCO3; e EB declinassem durante o periodo de diarreia, o que ocorreu em relacdo as
trés variaveis entre 24 e 96 horas, no Grupo 2, e entre 48 e 96 horas no Grupo 3. As
aplicacbes de florfenicol ndo pareceram interferir no curso das alteracbes desses
parametros. Semelhantemente, FREITAS (2009) registrou redugdo significativa das
concentracdes de HCOg3, tCO, e do EB a medida que os episodios de diarreia se
estendiam em bezerras bovinas. SANTANA (2012) verificou déficit de base em bezerros
bubalinos infectados com S. Dublin, sendo este mais expressivo nos animais que

receberam tratamento com florfenicol.
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Tabela 8. Total de dioxido de carbono (médiatdesvio padrdo; mMol/L) no sangue venoso de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 22,5+0,93 Aa 23,8+2,17 Aab 23,0+ 1,90Aab
24 22,8+1,31Aa 25,0+1,75Aa 22,7+1,51Aab
48 23,5+0,97 Aa 22,3+2,40 Abc 23,9+1,79Aa
72 23,0+1,03 Aa 21,9+1,88 Abc 22,4+ 2,26 Aab
96 23,9+0,73Aa 20,7+0,758c 21,5+1,808Bb
120 23,4+0,72Aa 22,5+1,66 Abc 22,3+1,39Aab
144 23,1+1,16 Aa 21,5+0,84 Ac 22,6+1,28Aab
168 22,8+1,41 Aa 21,9+0,88 Abc 22,8+ 2,36Aab

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minuUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 10. Variagao dos valores médios do total de dioxido de carbono (mMol/L) de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculacgao (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.
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Tabela 9. Concentracdo de bicarbonato (médiatdesvio padrdo; mMol/L) no sangue venoso
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 24,9+1,69 Aa 27,0+2,17 Aab 26,1+1,86Aa
24 27,2+4,83 Aa 28,6+1,77 Aa 25,7+1,76Aa
48 27,214,833 Aa 25,4+2,77 Aab 26,9+1,79Aa
72 25,7+1,05Aa 25,0+2,08 Ab 25,2+2,31Aa
96 26,6+0,70Aa 23,5+1,02Ab 24,1+1,93Aa
120 26,2+0,81 Aa 25,5+1,63 Aab 24,9+1,35Aa
144 25,5+0,75Aa 24,3+0,87 Ab 25,3+1,31Aa
168 25,6+1,17 Aa 24,5+0,88 Ab 25,4+2,42Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 11. Variacdo dos valores médios da concentracdo de bicarbonato (mMol/L) no sangue
venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculagéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
horas seguintes.
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Tabela 10. Excesso de base (médiatdesvio padrdao; mMol/L) no sangue venoso de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacgédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 -1,00+0,92Aa 0,74+2,01Aab 0,16+ 1,85Aa
24 0,00+0,89Aa 3,56+1,198b -0,28+1,95Aa
48 0,80+0,97Aa -0,88+ 3,85Aab 0,61+ 2,06Aa
72 -0,04+0,86Aa 0,10+ 1,87Aab -0,74+2,67Aa
96 0,54+0,57Aa -1,58+0,90Aa -1,34+2,07Aa
120 0,10+1,24Aa 0,15+1,32Aab -1,14+1,69Aa
144 -0,12+1,02Aa -0,82+0,99Aab -0,50+1,38Aa
168 -0,02+1,53Aa -1,12+1,06Aa -1,04+2,73Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Dunn (P>0,05).

Figura 12. Variacdo dos valores médios do excesso de base (EB) (mMol/L) no sangue venoso
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.

5.2.3 Press0des parciais de didxido de carbono (pCO,) e oxigénio (pO,) e

saturacao de oxigénio (SO,)

A pressao parcial de dioxido de carbono manteve-se estavel no Grupo 1 (Tabela
11 e Figura 13). No Grupo 2, houve significativo declinio a partir de 72 horas apos a

infeccdo, mantendo-se valores menores que o basal (0 hora) até o final do periodo
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experimental. No Grupo 3, verificou-se o0 mesmo comportamento, com menor média as
96 horas e rapida recuperacgdo dos valores iniciais nos momentos posteriores.

Apesar das oscilacdes registradas nos valores médios da pressado parcial de
oxigénio dos Grupos 2 e 3, ndo obteve-se diferenca estatistica significativa entre os
momentos avaliados nem entre os trés grupos experimentais (Tabela 12 e Figura 14).
No Grupo 3, pbde-se notar queda inicial, com menor valor as 48 horas, seguido de
aumento, com valor maximo as 96 horas. As meédias do Grupo 1 mantiveram-se
estaveis.

Nos resultados relativos a saturacdo de oxigénio, observou-se que nao houve
variacao significativa nos trés grupos experimentais, durante o periodo avaliado (Tabela
13 e Figura 15). Houve diferenca entre grupos as 120 e 168 horas, decorrente da
dicreta diminuicdo dos valores do Grupo 2 e aumento dos do Grupo 1.

Um dos mecanismos de compensacdo da acidose metabdlica € o aumento da
ventilacdo pulmonar, que promove a reducdo da pCO,, porém limitada a um curto
periodo de tempo (CARLSON, 2010). A hiperventilacdo compensatoria determina
também melhor oxigenacdo sanguinea, provocando aumento da pO; e da SO, Isso
explicaria os resultado obtidos nos Grupos 2 e 3, onde os quadros diarreicos podem ter
causado essa resposta. E possivel afirmar que ocorreu, as 96 horas, uma acidose
metabdlica compencada através da reducdo da pCO, nesses grupos. Assim, foi
langcado méo do primeiro mecanismo de controle da acidose metabdlica, o aumento da
frequéncia respiratéria, como foi descrito anteriormente no Grupo 2, apesar de nédo
observado estatisticamente.

A infeccdo por S. Dublin ndo provocou alteracdes significativas da pCO; no
sangue de bubalinos neonatos (SANTANA, 2012). AVILA (2009) nio constatou
variacdo significativa na pCO,, pO, e SO, durante a paténcia da diarreia induzida
experimentalmente com S. Typhimurium em bezerros bovinos, enquanto FREITAS
(2009) verificaram reducdo significativa da pCO., restrita ao primeiro dia de episédio de

diarreia em bezerras.
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Tabela 11. Pressao parcial de dioxido de carbono (médiatdesvio padrdo; mmHg) no sangue
venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados
com florfenicol (Grupo 3) antes da inoculagéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144
e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 45,9+4,87 Aa 49,0+£3,14 Aa 46,8+2,76Aab
24 43,2+3,13Aa 44,6 + 4,39 Aabc 47,0+ 4,31Aab
48 44,542 25Aa 47,7+4,73 Aab 49,1+0,82Aa
72 45,8+4,53 Aa 41,7+3,19 Abc 46,2 +4,58Aab
96 48,3+2,36 Aa 41,2+3,408c 43,1+3,208b
120 47,9+1,62Aa 44,2 +4,09 Aabc 46,5+ 3,48 Aab
144 45,6+2,70Aa 41,7+0,51 Ac 46,0+2,03Aab
168 44,9+1,00 Aa 44,1 +2,48 Aabc 48,7+ 2,52 Aab

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minuUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 13. Variacdo dos valores médios da pressao parcial de diéxido de carbono (mmHg)
no sangue venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC
de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e
tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96,
120, 144 e 168 horas seguintes.
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Tabela 12. Presséo parcial de oxigénio (médiatdesvio padrdo; mmHg) no sangue venoso de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 37,4+0,85Aa 33,6+7,96 Aa 39,0+2,41Aa
24 36,0+1,85Aa 31,9+5,40Aa 36,3+4,85Aa
48 38,0+3,82Aa 35,5+8,25Aa 34,7+2,63Aa
72 37,8+6,53Aa 35,9+5,39 Aa 37,0+4,79Aa
96 38,7+2,99Aa 35,6+4,29Aa 41,4+4,86Aa

120 38,5+6,14 Aa 32,2+7,62Aa 37,2+6,62Aa

144 38,9+5,52 Aa 33,8+6,10Aa 39,0+5,91Aa

168 37,7+6,03 Aa 35,0+3,91 Aa 40,2+2,10Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 14. Variacdo dos valores médios da pressao parcial de oxigénio (mmHg) no sangue
venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
horas seguintes.
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Tabela 13. Saturacdo de oxigénio (médiatdesvio padrdo; %) no sangue venoso de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 56,6+3,27 Aa 54,0+8,99 Aa 58,2+5,75Aa
24 58,4+5,17 Aa 60,6+8,14 Aa 60,9+5,41Aa
48 62,2+6,10Aa 56,4+5,71 Aa 59,3+5,92Aa
72 60,0+£8,45Aa 58,6+7,97 Aa 59,6 +5,40Aa
96 61,2+5,84 Aa 62,8+4,79 Aa 61,8+7,35Aa
120 66,6+2,76Aa 52,4+12 4Ba 57,5+7,33ABa
144 63,1+8,13Aa 57,3+6,15Aa 60,0+ 8,56 Aa
168 64,8+4,20Aa 54,6+2,95Ba 59,0+ 3,18 ABa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 15. Variacdo dos valores médios da saturacdo de oxigénio (%) de bezerros bubalinos
sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

5.2.4 Anion gap

Quanto ao anion gap, no Grupo 1, ndo houve variacdo significativa entre os
momentos avaliados (Tabela 14 e Figura 16). No Grupo 2, observou-se aumento do
anion gap entre as 24 e 168 horas, sendo o valor maximo atingido as 96 horas. No
Grupo 3, ocorreu queda significativa dos valores entre 0 e 48 horas, seguida de
aumento, reaproximando-se aos valores basais as 72 horas, e novo declinio as 144

horas.
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Segundo CARLSON (2010), o anion gap pode ser uma ferramenta uatil para
tipificar os fatores causais do desequilibrio acido-base e atuar como meio de orientacdo
prognéstica em animais com transtornos digestorios graves. Durante a acidose
metabdlica provocada pelas diarreias, o anion gap pode estar aumentado, devido a
perda do bicarbonato e acumulo de acidos organicos. O mesmo pode permanecer
inalterado, quando a queda da concentracdo de bicarbonato € compensada pelo
aumento da de cloretos para manter a eletroneutralidade, resultando em acidose
hiperclorémica (BEREND et al. 2012). Por isso, ocorreu aumento do anion gap no
Grupo 2 durante o mesmo periodo em que foram registradas as menores
concentracoes de bicarbonato e de cloretos (discutido nos respectivos itens), enquanto
no Grupo 3 a perda de bicarbonato ndo foi suficiente para promover elevagado do anion
gap acima do valor basal, aléem de ter sido acompanhada de aumento da concentracéo

de cloretos.

Tabela 14. Anion gap (médiatdesvio padrao; mMoI/Lg no sangue venoso de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 17,3+1,96 Aa 17,5+ 2,64 Aabc 19,0+ 1,44 Aa
24 16,6+0,74 Aa 15,6+1,73 Ac 17,4+ 2,10Aab
48 15,7+1,93 Aa 16,2+ 2,44 Abc 14,9+ 0,99 A0
72 15,6+1,69Ba 19,0+ 2,40 Aab 16,3+ 1,85ABab
96 15,3+1,06Ba 20,0+0,99 Aa 17,4 +1,56ABab
120 15,4+1,73 Aa 17,7 +1,05 Aabe 17,7+0,85Aab
144 15,2+1,72 ABa 18,2+ 1,59 Aabc 15,0+1,468Bb
168 14,8+2,21Ba 18,6+0,60 Aabc 15,3+0,72Bb

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 16. Variacdo dos valores médios do anion gap (mMol/L) no sangue venoso de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculagéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

5.2.5 Concentracdo sanguinea de sddio (Na")

No que concerne a concentracdo sanguinea de sodio, ocorreu queda dos valores
médios as 120 horas no Grupo 1, embora ndo houve nenhuma diferenca estatistica
entre momentos nem entre grupos (Tabela 15 e Figura 17). No grupo infectado sem
tratamento (Grupo 2), notou-se diminuicdo da concentracdo apos a inoculacdo, com
menor valor registrado as 120 horas. Ja no grupo que recebeu o antibiotico (Grupo 3),
os valores mantiveram certa estabilidade durante todo o tempo de avaliag&o.

SANTOS et al. (2002a) e SANTANA (2012) também verificaram reduc¢do néo
significativa da concentracdo de sddio apos inoculacdo oral por Salmonella spp em
bovinos e bubalinos, respectivamente.

As alteracBes do equilibrio hidrico e ndo as do metabolismo de sddio séo as
principais responséaveis por modificacdes na concentracdo sanguinea deste ion, uma
vez que 0 organismo procura sempre manter a osmolalidade. A desidratacdo isotonica,
produzida por perda equilibrada de agua e cations Na* e K, ocorre na fase inicial das
diarreias agudas e é caracterizada por concentracdo sérica de sodio normal. Ja os

casos subagudos e cronicos provocam uma desidratacdo hipotonica, indicada pela
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hiponatremia, decorrente da perda excessiva de sédio nas fezes combinada com a
ativacdo de mecanismos de retencdo de agua (FETTMAN, 2007; CARLSON, 2010).

Tabela 15. Concentracdo de so6dio (médiatdesvio padrao; mMol/L) no sangue venoso de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 143+3,04 Aa 145+2,40Aa 140+ 3,37 Aa
24 143+2,00Aa 144 +2,42 Aa 143+2,61Aa
48 142+3,24 Aa 143+0,85Aa 141+2,30Aa
72 144+2,15Aa 142 +2,09 Aa 141 +2,65Aa
96 145+13,0Aa 142+1,94 Aa 142 +3,38Aa

120 139+1,30Aa 140+0,97 Aa 143+2,84Aa

144 139+2,63Aa 142 +1,34 Aa 143+1,33Aa

168 140+3,33 Aa 143+2,35Aa 143+ 2,34Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 17. Variacdo dos valores médios da concentracdo de sddio (mMol/L) no sangue venoso

de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
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5.2.6 Concentracdo sanguinea de potassio (K")

Durante os sete dias de avaliacdo, a concentracdo sanguinea de potassio
manteve-se estavel no grupo sadio e no grupo que recebeu tratamento com florfenicol
(Grupos 1 e 3, respectivamente) (Tabela 16 e Figura 18). No Grupo 2, houve aumento
pontual significativo no valor médio as 24 horas e discreto declinio nos ultimos dois dias
do periodo experimental.

A concentracdo de potassio durante o curso da salmonelose pode variar de alta
a baixa, dependendo da severidade e duracdo da diarreia e das subsequentes perdas
hidricas (REBHUN, 2010). Isso porque, na ocorréncia de acidose metabdlica, o
aumento da concentracdo intracelular de ions hidrogénio forca o movimento de ions
potassio para 0 meio extracelular no intuito de manter a eletroneutralidade, provocando
hipercalemia. No entanto, também ha perda de potassio pelas fezes, o que pode tornar
a calemia normal ou reduzida (SCOTT et al. 2008).

Assim, no Grupo 2, durante a fase aguda da salmonelose, houve predominancia
da perda fecal desse cation. J4 nos animais do Grupo 3, essa perda nao foi constatada,
considerando que tampouco desenvolveram acidose metabdlica. De forma diferente,
FREITAS (2009) observou que 79% de bezerras diarreicas naturalmente acometidas
apresentaram hipercalemia, com maior frequéncia ao terceiro dia de paténcia da
diarreia. Por outro lado, AVILA (2009) verificou reducéo significativa da calemia em

bezerros infectados com S. Typhimurium e néo tratados.
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Tabela 16. Concentracdo de potassio (médiatdesvio padrdo; mMol/L) no sangue venoso de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 4,16+0,23 Aa 4,32+0,21 Abc 4,24+0,18Aa
24 4,06+0,14Ca 4,97+0,49 Aa 4,49+0,13Ba
48 4,03+0,11Ba 4,29+0,23 ABbc 4,61+0,26Aa
72 4,01+0,28Ba 4,46+0,09 Ab 4,65+0,19Aa
96 3,87+0,21Ba 4,33+0,37 Abc 4,36+0,15Aa

120 3,75+£0,20Ba 4,34+0,39 Abc 4,44+0,31Aa

144 3,77+0,25Ba 4,06+0,30 Bhbc 4,57+0,26Aa

168 3,82+0,22Ba 3,98+0,20Bc 4,48+0,22Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minuUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 18. Variacdo dos valores médios da concentragdo de potassio (mMol/L) no sangue
venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
horas seguintes.
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5.2.7 Concentracdo sanguinea de célcio ionizado (Ca*)

Apesar das oscilacdes, o teor sanguineo de calcio ionizado ndo sofreu alteracédo
significativa nos trés grupos experimentais, no decorrer do experimento (Tabela 17 e
Figura 19). Resultados similares foram descritos em outros modelos experimentais de
salmonelose em bezerros bovinos e bubalinos (SILVA, 2007; SANTANA, 2012).

Tabela 17. Concentracdo de célcio ionizado (médiatdesvio padrdo; mMol/L) no sangue
venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados
com florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144
e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 0,91+0,12 Aa 0,90+0,17 Aa 0,96+0,11Aa
24 0,87+0,14 Aa 1,06+0,18 Aa 0,74+0,09Aa
48 0,88+0,16 Aa 0,83+0,12 Aa 0,79+0,06Aa
72 0,79+0,13 Aa 0,88+0,09 Aa 0,80+0,16Aa
96 0,99+0,08 Aa 0,97+0,17 Aa 0,81+0,27 Aa
120 0,86+0,13 Aa 0,98+0,15Aa 0,71+0,11Aa
144 0,78+0,12 Aa 0,89+0,15Aa 0,82+0,20Aa
168 0,73%+0,16 Aa 0,96+0,17 Aa 0,75+0,15Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 19. Variacdo dos valores médios da concentracdo de calcio ionizado (mMol/L) no
sangue venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados
com florfenicol (Grupo 3) antes da inoculagéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e
168 horas seguintes.



50

5.2.8 Concentracdo sanguinea de cloretos (ClI")

O teor de cloretos n&o variou significativamente no Grupo 2 (Tabela 18 e Figura
20). Por outro lado, ocorreu declinio significativo da média as 96 horas no grupo
controle (Grupo 1) sem, no entanto, diferir estatisticamente do valor basal (0O hora). No
Grupo 3, verificou-se aumento significativo apds a inoculacéo, que se prolongou até o
término do periodo experimental.

Durante as diarreias secretérias, ocorre perda fecal de cloreto, devido a secrecao
deste anion pelas criptas intestinais, provocando reducdo da sua concentracao
plasmatica (REBHUN, 2000; GUYTON & HALL, 2006; SCOTT et al. 2008). Porém, a
concentracdo de cloreto tende a variar de modo inversamente proporcional a de
bicarbonato e, portanto, a hipercloremia pode se instalar quando h& acidose metabdlica,
em consequéncia do mecanismo compensatorio renal de reabsorcdo de cloreto em
resposta a excessiva perda do anion bicarbonato, visando manter a eletroneutralidade
(GUYTON & HALL, 2006; CARLSON, 2010; FREITAS et al. 2010).

Assim, enquanto no Grupo 3 verificou-se uma resposta hiperclorémica durante o
periodo experimental, no Grupo 2 houve predominancia da perda de cloretos, embora
nao tenha levado a redugéo significativa da cloremia.

SANTOS et al. (2002a) observaram reducdo do teor de cloretos em bezerros
bovinos infectados experimentalmente com S. Typhimurium, enquanto a infec¢ao por S.
Dublin em bubalinos ndo provocou variacdes expressivas na concentracdo sérica deste
analito (SANTANA, 2012).
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Tabela 18. Concentracdo de cloretos (médiatdesvio padrdo; mMol/L) no sangue venoso de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 105+2,94Aab 105+2,35Aa 102+3,81Ab
24 106 +2,07Aab 104 +3,81 Aa 106 +2,23Aab
48 105+2,35Aab 106+2,61 Aa 107 £2,19Aab
72 106+2,11Aa 102+1,73Aa 107 + 2,60 Aab
96 101+2,028b 103 +2,08 ABa 107 +2,89Aab
120 101+2,48Bab 102+1,43 ABa 107 +2,93Aab
144 102 +3,58Bab 104 +1,38 ABa 109+1,53Aa
168 103+4,90Bab 104 +2,06 ABa 109+ 2,96Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minuUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 20. Variagdo dos valores médios da concentracdo de cloretos (mMol/L) no sangue
venoso de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculagéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
horas seguintes.
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5.3 Hematologia

Os resultados das analises relativas ao eritrograma, leucograma e

plaguetograma encontram-se nas Tabelas 19 a 26 e Figuras 21 a 28.

5.3.1 Eritrograma

No que se refere as contagens de hemécias, ndo ocorreu diferenca estatistica
entre grupos nem entre momentos (Tabela 19 e Figura 21). Estas mantiveram certa
estabilidade no decorrer do experimento em todos 0s grupos.

Ja quanto ao volume globular (VG), os valores no grupo controle (Grupo 1) nao
apresentaram, ao longo do experimento, variacao significativa entre os momentos nem
em relacdo aos demais grupos (Tabela 20 e Figura 22). Ja no Grupo 2, notou-se
aumento inicial da 0 as 48 horas, seguido de declinio significativo que perdurou até o
final do periodo de avaliacdo. No Grupo 3, também ocorreu queda do valor médio com
0 passar do tempo, sem, no entanto, ser verificada diferenca estatistica entre
momentos.

Os teores de hemoglobina mantiveram estabilidade durante os sete dias de
avaliacdo, nos Grupos 1 e 3 (Tabela 21 e Figura 23). No Grupo 2, observou-se aumento
entre 0 e 72 horas, seguido de reducdo, das 96 as 168 horas, sem, contudo, ocorrer
diferenca estatistica em relacéo ao valor basal (0 hora).

Aumentos na contagem de hemécias, VG e concentracdo de hemoglobina foram
descritos por SANTOS et al. (2002a) em bezerros bovinos com salmonelose por S.
Typhimurium. Tais alteragbes séo atribuidas ao quadro de hemoconcentracdo que se
instala durante a ocorréncia da diarreia (WRAY & DAVIES, 2000; SANTOS et al. 2002a;
SMITH, 2010). Isso explica a elevacdo dos valores de VG e hemoglobina registrados
no Grupo 2, nos primeiros dias de experimento. O declinio observado a seguir, em
ambas as determinacdes, pode se dever a perda sanguinea nas fezes, observada em
todos os bezerros desse grupo, e que, segundo REBHUN (2000), pode causar discreta
anemia, mas também ao comprometimento da eritropoiese, que ocorre durante

infeccdes inflamatérias devido a reducdo da disponibilidade de ferro e disfuncdo da
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eritropoietina, mecanismos lancados pelo hospedeiro para privar 0 microrganismo do
ferro (JURADO, 1997).

Tabela 19. Contagem de hemacias (média+desvio padrdo; x10%uL) no sangue de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 9,68+1,35Aa 10,0+£0,67 Aa 10,7+ 1,25Aa
24 9,95+1,35Aa 10,3+0,48 Aa 10,8+ 1,41Aa
48 9,90+0,99 Aa 10,6 +0,42 Aa 10,7+ 1,53Aa
72 10,3+1,17 Aa 10,6+0,18 Aa 10,6 +1,58Aa
96 9,92+1,14Aa 10,2+0,50 Aa 10,6+ 1,29Aa
120 10,2+1,09 Aa 10,2+0,73 Aa 10,8+ 1,22Aa
144 9,94+1,33Aa 9,94+0,52 Aa 10,6+ 1,37 Aa
168 10,0+1,21 Aa 9,78+0,73 Aa 10,5+1,20Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 21. Variacdo dos valores médios da contagem de hemacias (x10%uL) no sangue de

bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
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Tabela 20. Volume globular (médiatdesvio padrao; %) do sangue de bezerros bubalinos
sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 42 5+7,20Aa 43,5+ 3,46 Aabc 43,4+ 3,46Aa
24 43,8+7,50Aa 44,5+1,95 Aab 43,6+3,96Aa
48 43,3+5,83Aa 455+2,23 Aa 43,0+5,00Aa
72 44 6+6,50Aa 45,2 +2 69 Aab 42,2+ 4 94 Aa
96 43,5+6,43Aa 43,5+ 3,06 Aabc 42,2+3,73Aa
120 44,6+5,45Aa 43,2 +3,36 Aabc 42,7+3,52Aa
144 43,8+7,15Aa 41,8+ 3,58 Abc 42.3+4 25Aa
168 42 5+6,56Aa 40,9+3,80 Ac 41,6+4,23Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 22. Variacdo dos valores médios do volume globular (%) do sangue de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.
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Tabela 21. Teor de hemoglobina (médiatdesvio padrdo; g/dL) no sangue de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 15,9+1,60Aa 16,2+ 1,03 Aab 16,0+ 1,14 Aa
24 16,3+1,74Aa 16,5+0,46 Aab 16,0+ 1,27 Aa
48 16,2+1,37Aa 16,9+0,90 Aa 15,8+ 1,68Aa
72 16,7+2,00ABa 17,1+1,04 Aa 15,6+1,63Ba
96 16,2+1,66Aa 16,4+0,89 Aab 15,8+ 1,26Aa
120 16,5+1,51Aa 16,2+0,89 Aab 15,7+1,30Aa
144 16,3+1,91Aa 15,9+ 1,14 Aab 15,8+1,53Aa
168 16,2+1,85Aa 15,5+1,12 Ab 15,4+ 1,60Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 23. Variacdo dos valores médios do teor de hemoglobina (g/dL) no sangue de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculacgao (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.
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5.3.2 Leucograma

A contagem total de leucdcitos ndo sofreu alteracbes nos animais sadios (Grupo
1) (Tabela 22 e Figura 24). No grupo infectado sem tratamento (Grupo 2), destacou-se
uma leucopenia a partir das 96 horas, que se manteve até o ultimo dia de avaliagéo,
embora os valores ndo diferiram estatisticamente em relacéo ao valor basal (0 hora). Ja
no grupo que recebeu o antimicrobiano (Grupo 3), as médias se elevaram as 72 horas e
retornaram aos valores proximos do basal as 144 e 168 horas, apesar de ndo terem
ocorrido diferencas estatisticas das meédias em relagcdo ao respectivo valor pré-
inoculagéo.

O nuamero de neutréfilos segmentados elevou-se apos a inoculacdo, no Grupo 2,
atingindo um pico as 72 horas, quando diferiu estatisticamente do grupo controle
(Grupo 1), seguido de acentuado declinio nas contagens até as 168 horas (Tabela 23 e
Figura 25). No grupo tratado com o antibiético (Grupo 3), 0 mesmo pico pbdde ser
observado as 72 horas, também ocorrendo diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao Grupo 1. Logo apds, as médias declinaram de forma menos abrupta que no
Grupo 2, aproximando-se aos valores basais. No Grupo 1, as contagens mantiveram-se
estaveis.

Apb6s a infeccdo experimental, as contagens de neutréfilos bastonetes
aumentaram acentuadamente nos Grupos 2 e 3, atingindo pico as 72 e 96 horas,
respectivamente (Tabela 24 e Figura 26). No Grupo 2, o aumento foi de até 612% em
relacdo ao valor basal e, no Grupo 3, chegou até 505%. Em seguida, os valores
decresceram, reaproximando-se aos anteriores a inoculagdo. No Grupo 1, houve
variacdo insignificante das contagens.

A gueda na contagem total de leucdcitos registrada no Grupo 2, a partir do
quarto dia de infec¢cdo, acompanhou o declinio das concentracdes de neutrofilos
segmentados e bastonetes. Da mesma forma, o aumento na contagem de leucdcitos no
Grupo 3 acompanhou o aumento nos dois tipos de neutrdfilos, corroborando o relato
feito por WRAY & DAVIES (2000) de leucocitose com aumento de neutrdéfilos jovens

em bezerros sobreviventes da salmonelose. O aumento nas contagens de neutrdéfilos
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segmentados nos grupos infectados pode ser explicado pela resposta inflamatoria a
colonizagéo intestinal pelas salmonelas. O consumo de neutréfilos maduros nessa
reacdo inflamatéria gerou uma resposta regenerativa da medula 6ssea, marcada pelo
aumento expressivo de neutrofilos bastonetes em ambos os grupos. Semelhantemente,
SANTOS et al. (2002a) descrevem aumento de neutréfilos bastonetes 24 horas apés
infeccdo com S. Typhimurium. Neutrofilia com desvio a esquerda ocorre na fase aguda
de infecgdes bacterianas (MORRIS, 2010), embora muitos pacientes com salmonelose
possam apresentar leucopenia com neutropenia quando severamente afetados, devido
a intensa migracao dos neutréfilos circulantes para a mucosa intestinal e a pequena
reserva de granulécitos na medula 6ssea dos bezerros (SANTOS et al. 2002a). Essa
intensa migracao explicaria a leucopenia e neutropenia observada, a partir das 96 horas
pos-infeccdo, nos animais que nao receberam tratamento para a salmonelose (Grupo
2).

Ainda que SANTANA (2012) aponte retorno a normalidade nas contagens de
neutrofilos segmentados logo apds inicio de tratamento com florfenicol em bezerros
bubalinos infectados com S. Dublin, ndo se constatou o mesmo efeito com S.

Typhimurium.
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Tabela 22. Contagem total de leucécitos (médiatdesvio padrdo; x10%pL) no sangue de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 11,4+2,98Aa 12,0+4,42 Aab 13,1+1,86Aa
24 11,7+2,67Aa 11,7 +3,68 Aab 13,6+1,19Aa
48 11,0+2,69Aa 12,9+3,18 Aa 13,0+1,51Aa
72 10,9+1,62Ba 12,3+2,79 ABab 15,7+4,09Aa
96 10,8+1,10Ba 9,46+3,17 Bab 15,3+2,22Aa

120 10,6+1,57ABa 9,14+3,298Bb 14,5+ 0,45Aa

144 10,5+1,51Aa 9,00+3,47 Ab 12,8+1,69Aa

168 11,4+1,05ABa 9,06+3,14Bb 13,2+1,91Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minuUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 24. Variacéo dos valores médios da contagem total de leucécitos (x10%/uL) no sangue
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.



59

Tabela 23. Contagem de neutréfilos segmentados (médiatdesvio padrao; /uL) no sangue de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 3.857+£1.922 Aa 4.803+2.102 Aabc 3.794+1.094 Aa
24 3.989+1.869 Aa 3.979+1.182 Aabc 4,380+ 2.407 Aa
48 3.717£1.715 Aa 5.842+2.687 Aab 3.893+2.779 Aa
72 3.425+ 965 Ba 6.572+2.252 Aa 6.679+4.906 Aa
96 2.945+1.013 Ba 3.276+1.993 ABabc 6.316+2.874 Aa
120 2.808+1.053 Ba 2.634+1.499 Bbc 6.221+1.306 Aa
144 2.827+1.332 Aa 2.263+2.080Ac 4,342+ 842 Aa
168 2.834+1.156 Aa 2.018+1.303 Ac 4,700+ 828 Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 25. Variacdo dos valores médios da contagem de neutréfilos segmentados (/UL) no
sangue de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
horas seguintes.
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Tabela 24. Contagem de neutrofilos bastonetes (médiatdesvio padrdo; /uL) no sangue de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 0,00+£0,00Aa 58,4+80,8 Ab 55,4+76,4Aab
24 0,00+ 0,00Aa 1434129 Aab 55,2+ 76,0Aab
48 0,00+0,00Ba 304 +£492 Aab 99,4+56,3ABab
72 0,00+£0,00Ba 416+255 Aa 162+ 157 Bab
96 48,8+ 109 Ba 191+107 ABab 335+386 Aa
120 0,00+ 0,00 Aa 239+89,1 Aab 59,0+ 80,8Aab
144 0,00+£0,00Aa 1474213 Aab 152+110 Aab
168 0,00+ 0,00 Aa 1714137 Aab 0,00+ 0,00Ab

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 26. Variagcdo dos valores médios da contagem de neutréfilos bastonetes (/uL) no
sangue de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
horas seguintes.

O numero de linfécitos sofreu alteracé@o significativa apenas no Grupo 2, sendo
notada queda apos as 24 horas de infeccdo, com valor minimo as 72 horas (Tabela 25
e Figura 27). Em seguida, os valores aumentaram, reaproximando-se ao encontrado no
momento anterior a inoculacdo (0 hora). No grupo controle e no grupo tratado com
florfenicol (Grupos 1 e 3), os valores mantiveram-se estaveis.

SANTOS et al. (2002a) também identificaram reducgéo significativa do nimero de

linfécitos nas primeiras 48 horas ap0s a infeccéo experimental de bezerros bovinos com
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by

Salmonella Typhimurium e retorno a normalidade as 72 horas apds a inoculagao.
MORRIS (2010) informa que infeccbes bacterianas graves podem ser causa de

linfopenia.

Tabela 25. Contagem de linfécitos (médiatdesvio padrdo; /uL) no sangue de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 7.333+1.283 Aa 6.954+2.531 Aab 8.986+3.013 Aa
24 7.658+1.151 Aa 7.323+2.948 Aa 9.042+2.004 Aa
48 7.138+1.379 Aa 6.288+1.940 Aab 8.662+2.409 Aa
72 7.283+1.499 ABa 4,993+1.7318Bb 8.535+2.174 Aa
96 7.454+ 893 Aa 5.787 +2.435Aab 8.472+1.502 Aa
120 7.500+ 755 Aa 6.087 £2.133 Aab 7.686+1.354 Aa
144 7.516£531 Aa 6.286+1.830 Aab 7.777+1.739 Aa
168 8.324+1.374 Aa 6.664 +1.723 Aab 8.108+1.798 Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 27. Variagdo dos valores médios da contagem de linfécitos (/UL) no sangue de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.

Devido a grande variagdo das contagens de mondcitos apresentadas nos trés
grupos experimentais, sua interpretacdo limitou-se a analise descritiva. Os valores
variaram de 0 a 488 células/pL no Grupo 1; 0 a 501 células/pL no Grupo 2 e 0 a 685

células/uL no Grupo 3. Segundo MORRIS (2010), a contagem de mondcitos ndo é
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muito sensivel & doenca inflamatéria em grandes animais, ndo constituindo uma parte
importante do leucograma.

Nas contagens relativas de eosinofilos e basofilos em esfregaco sanguineo
foram encontradas células apenas em alguns momentos. Quando encontradas, 0s
valores de eosindfilos variaram de 95 a 488 células/uL no Grupo 1, 63 a 568 células/pL
no Grupo 2 e 104 a 504 células/pL no Grupo 3. Nos esfregacos em que foram
encontrados basofilos, constataram-se valores de 95 a 153 células/uL no Grupo 1, 104
a 176 células/puL no Grupo 2 e de 117 a 298 células/uL no Grupo 3.

5.3.3 Plaguetograma

As contagens de plaquetas ndo diferiram de maneira significativa entre grupos
nem entre 0s momentos avaliados (Tabela 26 e Figura 28), assim como no estudo de
AVILA (2009). Por outro lado, SANTOS et al. (2002a) descreveram decréscimo
significativo da contagem de plaguetas em bezerros bovinos as 48 e 72 horas apés
infeccdo com S. Typhimurium, atribuindo tal alteracdo ao quadro de infecgéo localizada,

representada pela enterite fibrinopurulenta.

Tabela 26. Contagem de plaquetas (média+desvio padrdo; x10%uL) no sangue de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 560+ 145 Aa 630+109 Aa 665+194 Aa
24 559+154 Aa 675+93,9 Aa 610+ 180 Aa
48 587+139 Aa 683+101 Aa 589+ 175 Aa
72 595+112 Aa 583 +55,6 Aa 581+122 Aa
96 567+111 Aa 557 +64,5Aa 535+118 Aa
120 529+160 Aa 540+76,0 Aa 561+ 106 Aa
144 492+111 Aa 550+150 Aa 596 + 74,3 Aa
168 575+143 Aa 521+190 Aa 640+ 61,8Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma

coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 28. Variacdo dos valores médios da contagem de plaquetas (x10%/uL) no sangue de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.

5.4 Andlises bioquimicas

Os resultados das analises bioguimicas do plasma e do soro dos animais do

experimento estdo expostos nas Tabelas 27 a 50 e Figuras 29 a 49.

5.4.1Concentracdo plasmatica de glicose

A concentracdo plasmatica de glicose decresceu acentuadamente nos animais
do grupo infectado sem tratamento (Grupo 2), do momento anterior a inoculacdo até as
96 horas seguintes, registrando-se reducao de até 36,0% em relacdo ao valor basal
(Tabela 27 e Figura 29). A partir de entdo, a concentracdo passou a aumentar até o
final do periodo experimental, reaproximando-se ao valor pré-inoculacdo. No grupo que
recebeu as aplicacdes de florfenicol (Grupo 3), ndo houve queda significante da taxa
plasmética de glicose. No Grupo 1, os valores néo variaram ao longo do tempo.

E importante salientar que neonatos possuem reserva de energia limitada, sendo
gue qualquer enfermidade pode desencadear um quadro de hipoglicemia, por redugéo
na producdo e aumento do consumo de glicose (CARLSON, 2010). Nos casos de

diarreia, tal condicdo pode ser favorecida por anorexia, menor absor¢ao de nutrientes,
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inibicdo da gliconeogénese, aumento da glicolise devido a menor perfusédo tecidual e
anOxia, bem como por efeito de endotoxinas bacterianas semelhantes a insulina, no
figado (SCOTT et al. 2008). Esse fato explicaria 0 comportamento da glicemia nos
animais do Grupo 2, durante o periodo que apresentaram diarreia grave devido
infeccdo por S. Typhimurium. De forma analoga, 0 mesmo sorotipo provocou
hipoglicemia em bezerros bovinos, 48 e 72 horas apds administracdo do inoculo
(SANTOS et al. 2002a; AVILA, 2009).

Tabela 27. Concentracdo plasmatica de glicose (médiatdesvio padrdo; mg/dL) de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 95,6+ 25,8 Aa 102 +£8,44 Aa 91,1+12,6Aa
24 88,0+ 16,7 Aa 91,4+8,83 Aab 92,1+13,2Aa
48 86,6+ 19,0Aa 82,8+12,9 Aabc 92,8+6,48Aa
72 90,0+ 13,9Aa 73,1+14,0Abc 93,8+9,34Aa
96 98,3+ 8,95Aa 65,3+14,08Bc 88,9+12,6Aa
120 95,8+ 21,5Aa 73,5+17,7 Abc 85,4+10,8Aa
144 90,3+24,9Aa 78,7+11,8 Aabc 89,4+15,7Aa
168 93,1+ 16,3 Aa 84,0+ 6,04 Aabc 87,0+18,8Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minlUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 29. Variacdo dos valores médios da concentracdo plasmatica de glicose (mg/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.
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5.4.2 Enzimas

5.4.2.1 Atividade sérica de gamaglutamiltransferase (GGT)

Nos trés grupos experimentais, a atividade sérica da gamaglutamiltransferase
declinou gradualmente ao longo do periodo de avaliagdo, embora essa diminuicdo so
tenha sido estatisticamente significativa no Grupo 1 (Tabela 28 e Figura 30).

Os animais em amamentacdo apresentam elevada atividade sérica de GGT, em
decorréncia da absorcéo da isoenzima de origem colostral (CARLSON, 2010). Com o
avanco da idade, a atividade sérica dessa enzima declina gradualmente devido
degradacdo da GGT materna, como ja descrito por FAGLIARI et al. (1998), em bezerros

bubalinos.

Tabela 28. Atividade sérica de gamaglutamiltransferase (médiatdesvio padrdo; U/L) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 112+133 Aa 84,9+110 Aa 59,7+ 86,6 Aa
24 101+111 Aab 78,8+103 Aa 55,1+78,5Aa
48 91,8+ 95,1 Aab 73,4+92 5Aa 49,0+ 67,0Aa
72 82,6+ 87,1 Aab 64,3+76,2 Aa 44,4+56,8Aa
96 71,9+ 67,3 Aab 55,1+68,5Aa 42,8+53,4Aa
120 67,3+ 65,7 Aab 48,2+53,1 Aa 38,3+47,2Aa
144 62,7+£63,9Ab 45,9+52,2 Aa 35,2+40,3Aa
168 58,1+ 53,7 Ab 41,3+45,5Aa 33,7+ 36,9Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minuUsculas iguais na mesma

coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 30. Variacdo dos valores médios da atividade sérica de gamaglutamiltransferase (U/L)
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.

5.4.2.2 Atividade sérica de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade sérica da fosfatase alcalina também diminuiu de forma significativa
desde o inicio do periodo experimental nos trés grupos, sendo que, ao término da
avaliacdo, as médias dos Grupos 1 e 3 permaneceram estatisticamente diferentes dos
respectivos valores basais (Tabela 29 e Figura 31). Quando comparados grupos, nao
foram constatadas diferencas estatisticamente significativas. Estes resultados concidem
com os obtidos por AVILA (2009) em bezerros bovinos da raca Holandesa. Por outro
lado, SANTOS et al. (2002a) ndo detectaram alteracdes na atividade sérica da ALP em
bezerros bovinos experimentalmente infectados com S. Typhimurium.

A ALP é empregada como indicador de obstrucdo intra-hepéatica ou extra-
hepatica das vias biliares. Entretanto, em animais jovens, ocorre atividade sérica
elevada de ALP devido a liberacdo da isoenzima pelo o0sso em crescimento
(CARLSON, 2010). Assim, a atividade dessa enzima tende a diminuir em funcdo da

idade em bezerros bubalinos (FAGLIARI et al. 1998).
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Tabela 29. Atividade sérica de fosfatase alcalina (médiatdesvio padrdo; U/L) de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 234+ 18,9Aa 199+17,3Aa 202+97,5Aa
24 186+51,7 Aab 199+13,1Aa 177 +77,7Aab
48 187+ 23,9 Aab 179+9,46 Aab 187 +£102 Aab
72 182+ 27,5 Aab 161+4,55Aab 182+83,9Aab
96 169+ 22,4 Ab 141 +17,6 Aab 164 +71,2Aab
120 171+32,4Ab 135+24,8 Ab 158+ 73,2 Aab
144 158+ 37,3 Ab 141 +33,2 Aab 141+52,8Ab
168 156+ 41,6 Ab 145+31,9 Aab 139+54,2Ab

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 31. Variagdo dos valores médios da atividade sérica de fosfatase alcalina (U/L) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.

5.4.2.3 Atividade sérica de aspartato aminotransferase (AST)

Encontrou-se decréscimo da atividade enzimatica da aspartato aminotransferase
nos Grupos 1 e 2, com valores estatisticamente diferentes dos basais apenas no
primeiro grupo, a partir das 120 horas (Tabela 30 e Figura 32). No Grupo 3, a atividade

dessa enzima nao variou de forma significativa em relacdo ao valor basal, porém notou-
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se aumento das 120 as 168 horas, que provocou diferencas estatisticas na comparacéo
com grupo controle (Grupo 1).

A AST é um indicador inespecifico de lesdo hepatica (CARLSON, 2010), que nao
se alterou significativamente em estudos prévios envolvendo infeccdo experimental com
Salmonella spp em bezerros bovinos e bubalinos (SANTOS et al. 2002a; SILVA, 2007;
AVILA, 2009; SANTANA 2012). Decréscimo da sua atividade sérica com o avango da
idade, como observado nos Grupo 1 e 2, foi descrito em bezerros bovinos (FAGLIARI,
1998). O ligeiro aumento observado no Grupo 3 pode ser explicado pelas aplicacdes
intramusculares do florfenicol, que teria provocado leséo e liberacdo da isoenzima do

tecido muscular.

Tabela 30. Atividade sérica de aspartato aminotransferase (médiatdesvio padrdo; U/L) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 94,7+27,6 Aa 99,5+22,8Aa 90,6+7,77 Aa
24 98,4+30,3Aa 91,8+19,1Aa 88,0+ 7,54 Aa
48 97,8+31,3Aa 90,1+17,5Aa 94,3+12,3Aa
72 88,4+25,3 Aab 82,2+11,9Aa 89,1+17,0Aa
96 77,9+20,2 Aac 83,8+14,3Aa 88,0+18,3Aa

120 68,5+17,9Bbc 82,8+13,6ABa 93,2+22,7Aa

144 65,3+16,3Bc 79,6+15,0 ABa 96,4+21,1Aa

168 61,7+9,46Bc 82,8+13,0Aa 104 +20,8Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma

coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 32. Variacdo dos valores médios da atividade sérica de aspartato aminotransferase
(U/L) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculagéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
horas seguintes.

5.4.2.4 Atividade sérica de lactato desidrogenase (LDH)

Notou-se reducdo significativa da atividade sérica da lactato desidrogenase nos
Grupos 1 e 2 (Tabela 31 e Figura 33). Essa reducédo ocorreu entre as 24 e 168 horas no
Grupo 1, e entre as 24 e 144 horas no Grupo 2. No grupo que recebeu tratamento
antimicrobiano (Grupo 3), os valores nédo sofreram variacao significativa durante todo o
periodo de avaliacéo.

A LDH se encontra em elevadas concentracdes nas hemacias, nos leucocitos e
em diversos tecidos, como o cardiaco, hepatico, muscular e renal (CARLSON, 2010). A

sua atividade sérica € um indicador inespecifico de lesdo tecidual e, no presente

estudo, por ndo ter aumentado, ndo sinalizou danos nos diversos sistemas organicos.
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Tabela 31. Atividade sérica de lactato desidrogenase (médiatdesvio padrao; U/L) de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 1.030+ 379 Aa 1.044+£178 Aa 911+89,0Aa
24 1.045+ 390 Aa 1.059+196 Aa 916+129 Aa
48 931+ 330 Aab 996 +165 Aab 945+184 Aa
72 886+ 316 Aac 966+181 Aab 874 +205 Aa
96 824+ 242 Abc 903+191 Aab 843+170 Aa
120 766+216 Abc 840+175 Ab 908+ 160 Aa
144 792+ 227 Abc 840+162 Ab 908 +159 Aa
168 723+166 Bc 884 +139 ABab 933+104 Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 33. Variacdo dos valores médios da atividade sérica de lactato desidrogenase (U/L) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.
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5.4.3 Metabodlitos

5.4.3.1 Concentracao sérica de bilirrubina total e direta

As concentracOes séricas de bilirrubina total e bilirrubina direta (conjugada)
oscilaram ao longo do tempo, em todos os grupos avaliados, embora a significancia
estatistica restringiu-se a bilirrubina total nos Grupos 1 e 3 (Tabelas 32 e 33 e Figuras
34 e 35). De maneira geral, notou-se que, ao final do periodo experimental (168 horas),
todas as médias apresentaram-se reduzidas em relacdo aos respectivos valores basais
(O hora). Tais resultados concordam com os relatados por SANTANA (2012) em recém-
nascidos bubalinos infectados com S. Dublin.

A esse respeito, SANTOS et al. (2002a) observaram aumento significativo da
concentracao da bilirrubina total, associada com declinio da bilirrubina conjugada, as 48
e 72 horas poés-inoculagdo de bezerros bovinos com S. Typhimurium. Os autores
atribuiram tais alteracdes aos efeitos da desidratacdo e da diminui¢cdo da ingestao de
alimento sobre a atividade dos hepatdcitos.

J& FAGLIARI et al. (1998) observaram decréscimo fisiolégico gradativo da
concentracao de bilirrubina total em bufalos do nascimento aos 45 dias de idade. Esse

fato explicaria os resultados obtidos neste estudo.
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Tabela 32. Concentracado sérica de bilirrubina total (médiatdesvio padrdo; mg/dL) de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 1,17+ 0,32 Aab 0,91+0,36Aa 1,43+0,97Aa
24 1,22+0,18 Aa 0,77%0,24 Aa 0,93+0,66Ab
48 1,13+ 0,48 Aab 0,65+0,30Aa 0,98+0,42Ab
72 0,85+ 0,36 Abc 0,71+0,25Aa 0,99+ 0,45Ab
96 0,83+ 0,24 Abc 0,82+0,32Aa 1,09+0,53Aab
120 0,71+0,19Ac 0,68+0,29 Aa 0,94+0,36Ab
144 0,74+ 0,25Ac 0,69+0,21 Aa 0,87+0,40Ab
168 0,70+ 0,28 Ac 0,62+0,31Aa 0,90+ 0,58 Ab

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 34. Variacdo dos valores médios da concentracao sérica de bilirrubina total (mg/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
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Tabela 33. Concentracdo sérica de bilirrubina direta (médiatdesvio padrao; mg/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 0,42+0,10Aa 0,54+0,36 Aa 0,50+0,23Aa
24 0,37+0,09 Aa 0,38+0,13Aa 0,44+0,20Aa
48 0,36+0,15Aa 0,38+0,20Aa 0,48+0,20Aa
72 0,34+0,15Aa 0,42+0,22 Aa 0,46+0,20Aa
96 0,39+0,14 Aa 0,48+0,27 Aa 0,50+0,16Aa

120 0,32+0,12 Aa 0,44+0,30Aa 0,47+0,23Aa

144 0,30+0,11 Aa 0,46+0,33 Aa 0,35+0,04 Aa

168 0,31+0,11 Aa 0,39+0,26 Aa 0,36+0,07 Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 35. Variacdo dos valores médios da concentracao sérica de bilirrubina direta (mg/dL)
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.
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5.4.3.2 Ureia e creatinina

As médias obtidas na concentracdo sérica de ureia aumentaram de forma
significativa no grupo controle (Grupo 1), do inicio ao término do tempo de avaliagéo
(Tabela 34 e Figura 36). No Grupo 2, a concentragdo aumentou entre 0 momento
anterior a inoculagéo (0 hora) e as 96 horas seguintes, com posterior decréscimo que
se estendeu até as 168 horas, quando o valor se reaproximou ao basal. No Grupo 3, a
mesma tendéncia de comportamento péde ser notada, porém a baixa magnitude dessa
variacdo ndo acarretou diferenca estatistica entre momentos.

A concentragcdo sérica média de creatinina entre os bezerros do grupo controle
(Grupo 1), apesar do aumento registrado entre 72 e 168 horas, ndo variou de maneira
significativa (Tabela 35 e Figura 37). No Grupo 2, as médias aumentaram
gradativamente apos a inocula¢do, atingindo valor maximo nas 72 horas seguintes,
guando entdo passaram a declinar, reaproximando-se ao valor basal. Nos animais que
receberam tratamento com florfenicol (Grupo 3), também ocorreu aumento significativo
na concentracdo de creatinina, atingindo diferenca estatistica em relacdo ao primeiro
momento de avaliacéo (0 hora), as 96 horas, decaindo logo a seguir.

Os aumentos encontrados nos teores de ureia e creatinina nos grupos infectados
podem ser justificados por um inicio de azotemia pré-renal, que as vezes se estabelece
durante as diarreias, devido a grande perda de liquidos, que provoca desidratacéo e,
portanto, reducdo do volume plasmatico, comprometendo a func¢éo renal (CARLSON,
2010). Elevacdes nas concentracfes destes catabdlitos ja foram reportadas em
bezerros bovinos infectados experimentalmente com S. Typhimurium (SANTOS et al.
2002a).
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Tabela 34. Concentracao sérica de ureia (médiatdesvio padrdo; mg/dL) de bezerros bubalinos
sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 19,5+6,23Ac 27,3+11,2Ab 21,3+3,86Aa
24 22,0+ 7,90 Abc 28,3+10,4Ab 23,7+4,93Aa
48 26,4+ 5,83 Aabc 33,1+11,1Aab 24,5+8,07 Aa
72 28,4+ 4,13 Aabc 33,5+12,3Aab 23,6+9,33Aa
96 27,3+ 5,26 ABabc 42,1+17,9Aa 25,8+8,55Ba
120 27,4+ 6,46 ABabc 41,2+15,8Aa 23,3+8,96Ba
144 30,0+ 8,79 ABab 38,6+13,0Aa 21,6+7,29Ba
168 32,9+11,5Aa 33,6+13,7 Aab 21,8+9,54Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 36. Variacdo dos valores médios da concentracdo sérica de ureia (mg/dL) de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculagéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.
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Tabela 35. Concentracdo sérica de creatinina (médiatdesvio padrdao; mg/dL) de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 1,47+£0,24 Aa 1,39+0,10Ab 1,40+ 0,24 Ab
24 1,47+0,19Aa 1,46+0,15 Aab 1,47+0,21 Aab
48 1,49+0,23Aa 1,63+0,24 Aa 1,50+ 0,22 Aab
72 1,46+£0,15Aa 1,68+0,27 Aa 1,55+0,22 Aab
96 1,49+0,16 Aa 1,64+0,16 Aa 1,64+0,27 Aa
120 1,56+0,26 Aa 1,51+0,09 Aab 1,56+0,19Aab
144 1,65+ 0,34 Aa 1,49+0,16 Aab 1,44+0,21 Aab
168 1,66+ 0,36 Aa 1,55+0,30 Aab 1,47+0,14 Aab

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 37. Variacdo dos valores médios da concentracdo sérica de creatinina (mg/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.

5.4.4 Minerais

5.4.4.1 Calcio e fésforo

A concentracdo sérica de calcio total manteve-se relativamente constante ao
longo do tempo nos trés grupos experimentais (Tabela 36 e Figura 38), concordando
com os resultados de SANTANA (2012). Por outro lado, SANTOS et al. (2002a)

verificaram diminuicdo no teor sérico de célcio nos bezerros inoculados com S.
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Typhimurium. E comum encontrar-se essa diminuicdo durante a enterite provocada por
Salmonella spp, uma vez que a concentracao do calcio sérico é regulada, entre outros
mecanismos, pela absorcdo intestinal e também estd diretamente associada a
albuminemia (CARLSON, 2010; SMITH, 2010).

Tabela 36. Concentracdo sérica de calcio total (médiatdesvio padrdo; mg/dL) de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 9,41+0,90Aa 9,15+0,37 Aa 9,62+0,52Aa
24 10,0+0,81 Aa 9,22+0,36Aa 9,73+0,65Aa
48 9,94+0,94 Aa 9,08+0,24 Aa 9,70+0,36Aa
72 10,1+1,21Aa 8,95+0,47Ba 9,89+0,43ABa
96 9,83+1,35ABa 8,92+0,41Ba 9,89+0,41Aa
120 10,1+0,92 Aa 8,74+0,41 Ba 9,86+0,65Aa
144 9,91+0,85Aa 9,07+0,73 Aa 9,83+0,47Aa
168 9,86+0,38 ABa 9,06+0,60Ba 10,0+0,52Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 38. Variacdo dos valores médios da concentracdo sérica de calcio total (mg/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.

Verificou-se reducdo na concentracdo sérica de fésforo nos animais do grupo

sadio (Grupo 1), a partir das 24 horas, registrando-se valores significativamente
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menores as 96 horas e 144 horas (Tabela 37 e Figura 39). Nos Grupos 2 e 3, 0s teores
de fosforo oscilaram, sem diferirem estatisticamente do valor basal (0 hora).

FAGLIARI et al. (1998) relatam tendéncia de diminuicdo da fosfatemia em
bezerros bubalinos do nascimento aos 45 dias de vida, o que justificaria o
comportamento deste mineral no Grupo 1 (controle).

Outros autores tampouco obtiveram diferencas significativas no teor sérico de
fésforo de bezerros bovinos inoculados com S. Typhimurium e S. Dublin (SANTOS et al.
2002a; SILVA, 2007; AVILA, 2009). JA em bezerros bubalinos infectados
experimentalmente com S. Dublin, SANTANA (2012) relatou diminuicdo significativa da

fosfatemia e atribuiu tal condi¢éo a influéncia etaria associada a méa absorcéo intestinal.

Tabela 37. Concentragcdo sérica de fosforo (médiatdesvio padrdo; mg/dL) de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 7,38+1,27Aa 7,06+0,64 Aa 7,62+0,85Aa
24 7,06+ 1,55 Aab 7,32+0,93 Aa 7,19+0,81Aa
48 6,59+ 0,73 Aab 7,48+0,96 Aa 7,50+ 1,06Aa
72 6,52+ 0,76 Aab 6,93+0,68 Aa 7,51+0,82Aa
96 6,11+0,758Bb 7,57+0,67 Aa 7,70+£0,62Aa
120 6,27+ 0,84 Aab 7,05+0,82 Aa 7,302 0,44 Aa
144 6,25+ 0,808Bb 6,47+0,41 ABa 7,44+0,80Aa
168 6,31+ 0,91 Aab 7,12+1,58 Aa 7,16+ 0,64 Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma

coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 39. Variagdo dos valores médios da concentracdo sérica de fdésforo (mg/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.

5.4.4.2 Magnésio

As concentracdes séricas de magnésio dos animais do Grupo 1 aumentaram
progressivamente durante a fase experimental, enquanto nos Grupos 2 e 3, se
mantiveram estaveis por todo o tempo (Tabela 38 e Figura 40).

A esse respeito, FAGLIARI et al. (1998) descreveram menores concentracdes de
magnesio ao nascimento, com aumento progressivo em funcédo da idade, em bezerros
bubalinos da raca Murrah. A auséncia desse aumento nos grupos infectados (Grupos 2
e 3) pode ser justificada pela perda deste mineral pelo trato gastrintestinal, causada
pela diarreia e ma absorcao durante o quadro de salmonelose (FETTMAN, 2007). Por
outro lado, no estudo de SANTANA (2012) com bezerros bubalinos, a infeccdo com S.

Dublin n&o provocou desequilibrio deste mineral.
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Tabela 38. Concentracdo sérica de magnésio (médiatdesvio padrdo; mg/dL) de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 2,31+ 0,19 Ac 2,17+0,10 Aa 2,15+0,25Aa
24 2,48+0,16 Abc 2,22+0,10ABa 2,19+0,158Ba
48 2,62+ 0,22 Aab 2,21+0,15Ba 2,15+0,24Ba
72 2,71+ 0,07 Aab 2,12+0,10Ba 2,07+0,22Ba
96 2,69+ 0,35Aab 2,12+0,12Ba 1,98+0,18Ba
120 2,81+0,23 Aa 2,11+0,14Ba 2,15+0,17Ba
144 2,76+0,12 Aa 2,10+0,13Ba 2,25+0,14Ba
168 2,77+0,15Aa 2,08+0,16Ba 2,24+0,20Ba

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 40. Variagdo dos valores médios da concentracdo sérica de magnésio (mg/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculagdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.

5.4.4.3 Ferro

Apés a inoculacdo de S. Typhimurium, a concentracdo sérica de ferro diminuiu
acentuadamente nos Grupos 2 e 3, com valores minimos registrados as 72 e 96 horas,
respectivamente (Tabela 39 e Figura 41). No grupo sem tratamento (Grupo 2), 0s
valores comecaram a se reestabelecer a partir das 96 horas, com novo declinio as 144

horas. Enquanto no Grupo 3, os valores se elevaram apds o inicio do tratamento as 96
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horas, reaproximando-se ao respectivo valor basal. No grupo controle (Grupo 1), o teor
sérico de ferro ndo variou de forma significativa.

Segundo KANEKO et al. (2008), a resposta imune do hospedeiro, mediada pela
interleucina-1, promove reducdo da concentracdo seérica de ferro apdés uma invaséo
bacteriana, uma vez que o crescimento e a multiplicagdo bacteriana dependem da
disponibilidade deste componente bioquimico. Isso explica a expressiva queda, de até
58% e 52%, registrada nos grupos infectados (Grupos 2 e 3).

PIERCY (1979), AVILA (2009) e SANTANA (2012) apontam resultados
semelhantes em bezerros bovinos e bubalinos experimentalmente infectados com S.
Typhimurium e S. Dublin. SANTANA (2012) relatou ainda, nos bufalos, que a instituicdo
de tratamento com florfenicol provocou, assim como no presente estudo, recuperacao
continua das concentracdes seéricas de ferro. PIERCY (1979) indicou a hipoferremia
como sendo parte essencial da defesa do hospedeiro contra a infeccdo bacteriana e
observou que sua magnitude esteve correlacionada com o inicio e severidade dos

sinais clinicos.

Tabela 39. Concentracdo sérica de ferro (médiatdesvio padréo; pug/dL) de bezerros bubalinos
sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 133+ 55,3 Aa 205+72,2 Aa 205+£62,0Aa
24 105+ 61,4 Aa 153+69,5 Aab 182+ 87,0Aab
48 122+ 66,3 Aa 145+ 47,4 Aab 162+ 64,6 Aab
72 118+ 69,5 Aa 85,2+62,4Ab 156+ 75,0Aab
96 162+ 99,1 Aa 101+£72,4Ab 98,6+50,1Ab
120 149+ 99,8 Aa 1581114 Aab 148+ 94,6 Aab
144 136+ 96,7 Aa 117+50,3 Ab 183+71,7Aa
168 129+ 84,5 Aa 130+48,9 Aab 159+ 52,2 Aab

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minlUsculas iguais na mesma

coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 41. Variacdo dos valores médios da concentracdo sérica de ferro (ug/dL) de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes
da inoculacédo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

5.4.5 Proteinas

5.4.5.1 Fibrinogénio plasmatico

A concentragdo plasmatica de fibrinogénio aumentou consideravelmente nos
grupos que receberam inoculo de S. Typhimurium (Grupos 2 e 3) (Tabela 40 e Figura
42). Valor maximo foi registrado as 120 horas no Grupo 2. A aplicagdo do medicamento
nao impediu que teor significativamente maior que o basal fosse alcancado as 144
horas, no Grupo 3. No grupo controle (Grupo 1), as oscilagdes observadas ndo foram
estatisticamente significativas.

O fibrinogénio € um indicador sensivel de inflamacdo em bufalos (ZARGHAM
KHAN et al. 1997). Esta proteina est4 envolvida no processo de hemostasia e na
reparacdo tecidual (THOMAS, 2000) e sua concentracdo plasmatica frequentemente se
eleva durante a enterite fibrinonecrotica provocada por Salmonella spp (SMITH, 2010).

SANTANA (2012) também verificou aumento expressivo dos teores de
fibrinogénio em bezerros bubalinos experimentalmente infectados com S. Dublin.
Porém, este autor constatou reducdo dos valores apds inicio do tratamento com
florfenicol, diferentemente do obtido no presente estudo com a infeccdo por S.

Typhimurium.
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Tabela 40. Concentracdo plasmatica de fibrinogénio (médiatdesvio padrdo; mg/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 640+ 219 Aa 560+89 Ab 640+89 Ab
24 480+ 228 Aa 680+110Aab 600+141 Ab
48 560+167 Ba 680+110ABab 840+89 Aab
72 680+ 303 Aa 760+ 167 Aab 760+ 167 Aab
96 640+89 Aa 760+89 Aab 680+110 Aab
120 480+179 Ba 840+ 167 Aa 760+ 167 Aab
144 720+ 110 Aa 800 + 245 Aab 920+110 Aa
168 720+ 110 Aa 800 +141 Aab 800+ 141 Aab

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 42. Variagdo dos valores médios da concentracdo plasmatica de fibrinogénio (mg/dL)
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.

5.4.5.2 Teores séricos de proteina total e albumina

O teor sérico de proteina total manteve-se estavel entre os animais dos trés
grupos, embora notou-se leve declinio entre as 96 e 168 horas pds-inoculacdo no grupo
que nao recebeu tratamento (Grupo 2) (Tabela 41 e Figura 43).

Da mesma forma que o teor sérico de proteina total, a concentracdo de

albumina manteve constancia nos trés grupos experimentais, embora note-se reducao
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das médias entre as 96 e 168 horas pdés-inoculacdo no grupo que nao recebeu
tratamento (Grupo 2) e um ligeiro aumento as 96 e 120 horas no Grupo 1 (Tabela 42 e
Figura 44). Nos animais que receberam as aplicacbes de florfenicol (Grupo 3), essas
alteracdes nado foram registradas.

Segundo SMITH (2010), na salmonelose, a desidratacao inicial pode produzir um
valor elevado de proteina total. Entretanto, o teor de proteinas no plasma
frequentemente declina durante um periodo de varios dias, devido ao catabolismo e a
intensa perda proteica para o limen intestinal associada a enterite fibrinopurulenta e
necrosante que se desenvolve (SANTOS et al. 2002a; SCOTT et al. 2008). A
coexisténcia dos dois processos pode explicar a pequena variagdo encontrada em
relacéo aos teores de proteina total e albumina nos grupos experimentais.

No modelo de infeccdo experimental desenvolvido por SANTOS et al. (2002a),
S. Typhimurium provocou declinio da concentracao de albumina, paralelamente ao de

proteina total, indicando que a perda de proteinas é ndo seletiva.

Tabela 41. Concentracao sérica de proteina total (médiatdesvio padrdo; g/dL) de bezerros
bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)
antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 8,01+ 0,98 Aa 7,01+0,89 Aab 6,99+0,98Aa
24 8,08+ 0,97 Aa 6,99+0,85Aab 6,93+1,08Aa
48 8,05+ 1,00 Aa 6,97+0,79 Aab 6,85+0,92Aa
72 8,03+1,16Aa 6,78+0,47 Aab 6,76+1,02Aa
96 7,71+0,85Aa 7,04+0,68Aa 6,74+0,87 Aa
120 7,71+ 0,99 Aa 6,76+0,65 Aab 6,77+0,96 Aa
144 7,78+ 1,00 Aa 6,64+0,47 Aab 6,86+1,07 Aa
168 7,63+0,88 Aa 6,55+0,41 Ab 6,76+1,18Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma

coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 43. Variacdo dos valores médios da concentracdo sérica de proteina total (g/dL) de

bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.

Tabela 42. Concentracdo sérica de albumina (médiatdesvio padrdo; g/dL) de bezerros

bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e
infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3)

antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 3,24+ 0,30Aa 2,76%0,28 Aa 2,81+0,40Aa
24 3,30+ 0,27 Aa 2,78+0,26 Aa 2,83+0,33Aa
48 3,30+£0,29Aa 2,7910,26 Aa 2,89+0,34Aa
72 3,31+ 0,30 Aa 2,76+0,29 Aa 2,82+0,32Aa
96 3,44+ 0,60 Aa 2,68+0,33Ba 2,82+0,40Ba
120 3,52+ 0,56 Aa 2,66+0,34Ba 2,83+0,39Ba
144 3,29+£0,26 Aa 2,57+0,33Ba 2,85+0,35ABa
168 3,24+ 0,22 Aa 2,56+0,28 Ba 2,88+0,30ABa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minlsculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 44. Variacdo dos valores médios da concentragdo sérica de albumina (g/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
seguintes.

5.4.5.3 Fracionamento eletroforético das proteinas do soro sanguineo

O fracionamento eletroforético do soro sanguineo em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) permitiu a deteccédo de até 30 proteinas, cujos pesos moleculares variaram de
17 a 256 kDa (Figura 45). Destas, sete foram submetidas as anadlises estatisticas
devido a importancia diagndstica: imunoglobulina A (IgA), ceruloplasmina, transferrina,
albumina, imunoglobulina G total (IgG total), haptoglobina e glicoproteina acida
(Tabelas 43 a 50 e Figuras 46 a 49).

O teores de IgA, albumina e glicoproteina acida nado variaram de forma
significativa dentro de cada grupo durante o estudo (Tabelas 43, 46 e 50). Embora a
glicoproteina &cida seja considerada uma importante proteina de fase aguda (PFA) em
bovinos, nos quais € usada para monitorar processos inflamatérios (MURATA et al.
2004), na espécie bubalina ndo se tém obtido os mesmos resultados e ela ndo tem se
comportado como um indicador importante de resposta inflamatdria (SANTANA, 2012).

A transferrina é considerada uma PFA negativa na maioria das espécies animais
(MURATA et al. 2004) e, como esperado, registrou-se queda nas concentracdes desta
proteina em todos os grupos, embora mais acentuada nos grupos infectados (Grupos 2

e 3) (Tabela 45 e Figura 47). O grupo que nao recebeu tratamento a base de florfenicol
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(Grupo 2) encerrou o periodo experimental com valor médio estatisticamente menor ao
basal (0 hora). As concentracdes desta proteina também declinaram em suinos com
salmonelose aguda experimental (KRAMER et al. 1985)

A determinacgdo da IgG total, que compreende as fracdes IgG de cadeia pesada
e 1gG de cadeia leve (IgG-CP e IgG-CL, respectivamente), refletiu a condicao
imunoldgica dos animais no momento anterior a inoculacado (Tabela 47). Os teores
individuais de IgG total apresentaram-se coerentes com a idade dos bezerros e
compativeis com os descritos por FEITOSA et al. (2003) em bezerros bovinos que
ingeriram o colostro materno. Em relagdo aos teores médios de IgG total ao longo do
estudo, foi detectado, em todos os grupos, declinio progressivo, que foi estatisticamente
significativo nos Grupos 1 e 2 (Tabela 48 e Figura 48). A quantficacdo da
imunoglobulina G permite a avaliacdo da transferéncia da imunidade passiva, adquirida
através da ingestado do colostro pelos bezerros (FAGLIARI et al. 2006). Portanto, é de
se esperar que os teores séricos de IgG declinem com avancar da idade dos bezerros.
De acordo com FEITOSA et al. (2003), esse declinio se estende até por volta dos trinta
dias de vida, quando entdo passa a se estabelecer uma imunidade ativa, com producéao
autdgena de imunoglobulinas e, portanto, elevacao das concentracdes séricas de IgG.

Em relacdo a PFA positiva ceruloplasmina, uma ferroxidase que contém mais de
95% do cobre do plasma (HELLMAN & GITLIN, 2002), notou-se aumento significativo
nos valores médios no Grupo 2, que se iniciou as 48 horas apos a infeccéo e perdurou
até o final do estudo (Tabela 44 e Figura 46). No grupo que recebeu o tratamento com
antibiotico (Grupo 3) também ocorreu aumento e, apesar da nado significancia
estatistica, valores médios maiores foram registrados entre as 120 e 168 horas. No
grupo sadio (Grupo 1), a concentragdo desta proteina se manteve estavel. De modo
semelhante, em bezerros bubalinos infectados com S. Dublin, os teores de
ceruloplasmina aumentaram as 60 horas apés o inicio dos sinais clinicos (SANTANA,
2012). PIERCY (1979) constatou aumento significativo da ceruloplasmina sérica entre 3
e 4 dias apos infeccdo por S. Dublin em bezerros bovinos, seguido de declinio entre o
sexto e sétimo dia. O autor associou esse aumento a uma restauragdo dos teores

séricos de ferro ao final da resposta hipoferrémica que constituiu 0 mecanismo de
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defesa do organismo contra a bactéria. Essa associacdo também pode ser aplicada ao
presente estudo, uma vez que 0S maiores aumentos nas concentragbes de
ceruloplasmina dos grupos infectados (Grupos 2 e 3) ocorreram apds 0 marcante
declinio da ferremia e coincidiram com a reestabilizacdo desta (ver item 5.4.4.3).

A haptoglobina é a principal PFA em ruminantes, sendo utilizada como indicador
sensivel de processos inflamatorios nessas espécies (ECKERSALL & BELL, 2010).
Tem sido investigada em bovinos com salmonelose, nos quais aumentos nas
concentracdes séricas estiveram positivamente correlacionados com a severidade dos
sinais clinicos (DEIGNAN et al. 2000). De fato, no presente estudo, foi a PFA que variou
de maneira mais consistente nos animais acometidos pela salmonelose (Tabela 49 e
Figura 49). Observou-se aumento significativo nas concentragées médias dos Grupos 2
e 3, com inicio as 48 horas apés a infeccdo, atingindo pico as 144 e 120 horas,
respectivamente. No Grupo 2, o valor maximo atingido foi 476% superior ao basal (0
hora). No grupo que recebeu as aplicagcbes de florfenicol (Grupo 3), a elevacao foi de
menor magnitude (valor maximo 299% maior em relacdo ao basal). No grupo sadio
(Grupo 1), apesar de notado ligeiro aumento, a concentracao desta proteina ndo variou
de forma significativa. Similarmente, os teores de haptoglobina estiveram aumentados
4,3 vezes as 120 horas apds infeccao experimental com S. Dublin em bezerros
bubalinos (SANTANA, 2012). Assim, a haptoglobina representa um marcador Util,
embora inespecifico, de infec¢cdo por Salmonella spp em bufalos neonatos.

Mediadores inflamatdérios presentes no colostro podem atravessar a mucosa
intestinal dos neonatos e estimular a producdo hepética de PFAs (ORRO et al. 2008).
Esta resposta diminui gradativamente, até que as concentracdes de citocinas
proinflamatoérias tornam-se praticamente indetectaveis por volta de trés a quatro
semanas de vida. Dessa forma, as altera¢cdes temporais nas concentracdes das PFAs
podem estar associadas ao processo de nascimento e/ou alguns fatores indutores no
colostro, e ndo necessariamente a algum processo patoldgico. Portanto, deve-se
considerar a idade dos bezerros avaliados quando forem utilizadas essas proteinas

como marcadores de enfermidades.
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Figura 45. Tracado densitométrico do proteinograma sérico de bezerro bubalino, anteriormente

a infeccdo com S. Typhimurium.

Tabela 43. Concentracdo sérica de imunoglobulina A (PM 168.000; médiatdesvio padrao;
mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados
com florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144

e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 412+141 Aa 304 +61,4 Aa 304+£184 Aa
24 483+176 Ba 331 +69,9 Aa 2981177 Aa
48 448+156 Ba 346 +125 ABa 253+ 167 Aa
72 487+260 Ba 344 +103 Aa 3231204 Aa
96 490+161 Ba 351 +94,6 ABa 268+£194 Aa
120 452+151 Ba 325 £111 ABa 291177 Aa
144 416+157 Aa 302 +106 Aa 387+232 Aa
168 455+128 Ba 316 +112 ABa 295+192 Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Tabela 44. Concentracdo sérica de ceruloplasmina (PM 111.000; médiatdesvio padrao;
mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados
com florfenicol (Grupo 3) antes da inoculagéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144

e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 76,5+ 20,0 Aa 73,8+34,2 Ac 80,0+23,7Aa
24 85,0+ 29,8 Aa 67,7+26,5Ac 77,2+14,5Aa
48 76,4+ 14,5Aa 81,0+30,6 Abc 71,6+10,3Aa
72 78,3+ 15,4 Aa 101+£18,4 Aac 71,4+6,52Aa
96 74,1+19,5Ba 125+ 35,6 Aab 79,4+27,1ABa
120 79,6+19,2 Aa 122 +36,8 Aab 109+ 28,3Aa
144 80,2+ 14,7Ba 131+32,6 Aa 109+ 24,6ABa
168 82,9+17,7Ba 137+37,4 Aa 92,6 +22,8ABa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 46. Variacdo dos valores médios da concentracdo sérica de ceruloplasmina (PM
111.000; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados
com florfenicol (Grupo 3) antes da inoculagéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e
168 horas seguintes.
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Tabela 45. Concentracdo sérica de transferrina (PM 78.000; médiatdesvio padréo; mg/dL) de
bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.
Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 448+ 60,6 Aa 564 +58,2 Aa 594 +53,1Aa
24 437+75,7 Aa 523+159 Aab 511+103 Aa
48 435+118 Aa 509+112 Aab 602 +96,3Aa
72 427+ 46,3 Aa 463 +94,6 Aab 479+126 Aa
96 410+61,8Aa 417 +103 Aab 528+12,1Aa

120 410+ 66,6 Aa 447 £85,7 Aab 492 +90,3Aa

144 422+ 84,4 Aa 446 + 89,6 Aab 470+122 Aa

168 373+75,7Aa 390+68,6 Ab 476+92,5Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 47. Variacdo dos valores médios da concentracdo sérica de transferrina (PM 78.000;
mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculagéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
horas seguintes.
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Concentracao sérica de albumina (PM 63.000; médiatdesvio padrdo; mg/dL),
obtida pela técnica de eletroforese em SDS-PAGE, em bezerros bubalinos sadios
(Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com
10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da
inoculacgdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 3.963+ 360 Aa 3.926+255 Aa 4.000+ 332 Aa
24 3.988+ 269 Aa 3.902+313 Aa 4,042 +450 Aa
48 4.055+ 497 Aa 3.963+184 Aa 3.945+ 209 Aa
72 4.081+497 Aa 3.968+430 Aa 4.083+354 Aa
96 3.811+ 349 Aa 3.801+344 Aa 3.946+459 Aa
120 3.947+ 391 Aa 3.865+387 Aa 3.917+428 Aa
144 3.986+ 460 Aa 3.881+325 Aa 3.902+287 Aa
168 3.914+ 446 Aa 3.650+350 Aa 3.877+246 Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Idade (dias) e concentracdo sérica de imunoglobulina G total (PM 55.000 e
26.000; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de
S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados
com florfenicol (Grupo 3) no momento anterior a inoculacéo (0 hora).

Grupos Animais Idade Imunoglobulina G total
1 11 3.117
2 22 1.198
Grupo 1 3 24 1.154
4 22 1.678
5 12 2.199
1 10 3.368
2 12 1.388
Grupo 2 3 14 1.556
4 14 2.730
5 18 777
1 10 2.531
2 12 1.967
Grupo 3 3 14 1.328
4 18 945
5 27 691
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Tabela 48. Concentracdo sérica de imunoglobulina G total (PM 55.000 e 26.000;
médiatdesvio padrdo; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados
com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da inoculac¢édo (0 hora) e as
24,48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 1.869+816 Aa 1.964+1.056Aa 1.892+ 754 Aa
24 1.871+ 893 Aa 1.897 +1.068Aab 1.793+732 Aa
48 1.805+ 801 Aab 1.782+999 Aabc 1.781+630 Aa
72 1.730£ 726 Aab 1.731+921 Aabed 1.768+650 Aa
96 1.692+ 709 Aab 1.632+924 Abe 1.743+617 Aa
120 1.551+725 Ab 1.512+840Ace 1.710+581 Aa
144 1.575+772 Ab 1.455+776 Ade 1.736+586 Aa
168 1.535+714 Ab 1.415+691 Ae 1.662+640 Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minldsculas iguais na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 48. Variacdo dos valores médios da concentracdo sérica de imunoglobulina G total
(PM 55.000 e 26.000; mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com
10° UFC de S. Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
e tratados com florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacdo (O hora) e as 24, 48, 72, 96,
120, 144 e 168 horas seguintes.
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Tabela 49. Concentracdo sérica de haptoglobina (PM 35.000; médiatdesvio padrao; mg/dL)
de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S. Typhimurium
(Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com florfenicol
(Grupo 3) antes da inoculacdo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

seguintes.

Tempo Grupos

(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

0 17,9+ 8,56 Aa 37,3+39,2Ad 36,1+27,8Aab
24 23,3+8,53Aa 30,8+29,6 Acd 27,0+£23,1Ab
48 33,6+ 25,8 Aa 50,5+ 33,9 Abd 40,3+32,8Aab
72 37,0+ 30,4 Aa 119+70,3 Aabc 54,3+31,9Aab
96 41,1+ 33,3 Aa 180+75,5 Aab 102 +21,6Aab
120 53,3+57,8Ba 198+73,7 Aab 144+ 37,6 ABa
144 66,6+ 65,6 Aa 215+86,5Aa 139+56,9Aa
168 61,5+48,3Aa 177 +76,5 Aab 118+ 77,2 Aab

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 49. Variacdo dos valores médios da concentracéo sérica de haptoglobina (PM 35.000;
mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados com
florfenicol (Grupo 3) antes da inoculagéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
horas seguintes.
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Tabela 50. Concentracdo sérica de glicoproteina acida (PM 33.000; médiatdesvio padrao;
mg/dL) de bezerros bubalinos sadios (Grupo 1), infectados com 10° UFC de S.
Typhimurium (Grupo 2) e infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e tratados
com florfenicol (Grupo 3) antes da inoculacéo (0 hora) e as 24, 48, 72, 96, 120, 144

e 168 horas seguintes.

Tempo Grupos
(h) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0 4,84+ 4,89 Aa 6,73+3,78Aa 3,56+2,66Aa
24 9,47+2,25Aa 6,87+4,14 Aa 5,06+4,15Aa
48 6,30+ 6,10 Aa 5,31+0,52 Aa 5,47+2,81Aa
72 8,81+8,25Aa 5,47+1,56Aa 5,82+2,21Aa
96 5,14+ 3,55 Aa 7,42+7,41 Aa 4,40+2,37Aa
120 6,35+ 4,53 Aa 3,42+2,28 Aa 5,15+1,70Aa
144 4,63+ 4,09 Aa 3,64+2,10Aa 4,27+0,57Aa
168 5,36+4,23 Aa 4,19+3,04 Aa 3,36+1,62Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minUsculas iguais na mesma
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

5.5 Isolamento bacterioldgico

5.5.1 Deteccéo de S. Typhimurium a partir de suabes retais

Nas Tabelas 51 e 52, sdo apresentados os resultados do isolamento
bacteriologico a partir das amostras de fezes obtidas pelos suabes retais, nos trés
caldos de enriquecimento seletivo utilizados.

Todos os animais incluidos no experimento foram negativos para Salmonella spp
ao exame bacteriologico das fezes pré-inoculagdo. Os animais do grupo controle
(Grupo 1), permaneceram sem eliminar a bactéria durante toda a fase experimental.
Entre os bezerros que receberam inéculo contendo 10° UFC de S. Typhimurium, o
isolamento dessa bactéria a partir das amostras de fezes iniciou-se entre as 24 e 72
horas ap0s a inoculacdo no Grupo 2, e entre as 24 e 96 horas no Grupo 3, sendo a
excrecao pelos animais detectada de forma continua ou intermitente (Tabelas 51 e 52).
Todos os bezerros que receberam o indculo excretaram a bactéria em algum momento
do periodo experimental.

A eliminagcédo fecal de Salmonella Typhimurium foi detectavel pelo isolamento
bacteriol6gico por até 16 dias (384 horas) pds-inocula¢cao no Grupo 2 (Animal 1). J& nos
bezerros que receberam a administracado de florfenicol as 96 e as 144 horas apés a

infeccdo (Grupo 3), observou-se a interrupcéo da deteccdo bacteriana apos a aplicagéo
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do medicamento, com excec¢do do animal 2, no qual a detec¢cdo ocorreu até o 8° dia
poés-inoculacdo (192 horas) e, posteriormente, do 12° ao 22° dia.

O exame bacterioldgico das fezes foi realizado até que cada animal completasse
15 dias consecutivos de negatividade, nos trés meios de enriqguecimento seletivo
(RADOSTITS et al. 2007).

Tanto as amostras de Salmonella Typhimurium utilizadas no preparo do indculo
guanto as isoladas a partir dos suabes retais dos bezerros infectados, apresentaram
padrdes idénticos de susceptibilidade aos antimicrobianos testados, sendo sensiveis ao
ceftiofur, cloranfenicol, florfenicol e trimetoprim/sulfametoxazol e resistentes a
ampicilina, doxiciclina, eritromicina, gentamicina, &cido nalidixico e tetraciclina,
indicando origem comum das bactérias.

Considerando-se o0s resultados obtidos nas avaliagdes clinicas e na
microbiologia, alguns animais pertencentes aos Grupos 2 e 3 excretaram a bactéria
mesmo quando j& se encontravam clinicamente recuperados da salmonelose. Esse fato
caracteriza esses animais como portadores ativos, que sdo aqueles que eliminam o
agente nas fezes como consequéncia de um quadro de enterite clinica. Ja o animal do
Grupo 3 que eliminou salmonelas pelas fezes, mas ndo manifestou sinais clinicos de
salmonelose, pode ser caracterizado com portador passivo (JONES et al. 2008). Por
outro lado, JONES et al. (2008) afirmam que, embora a recuperacdo da doenca seja
lenta e salmonelas sejam isoladas em bezerros por até seis meses apés a infeccao
inicial, estes ndo parecem se tornar portadores de S. Typhimurium e, por conseguinte,
adultos infectados.

Em seu estudo, SANTANA (2012) detectou que bezerros bubalinos excretaram
S. Dublin nas fezes até 16 dias ap6s a inoculacéo oral.

Embora a aplicacédo de florfenicol tenha provocado interrupcdo da deteccdo
bacteriana nas fezes na maioria dos animais tratados (4/5), em 1/5 houve
prolongamento do tempo de eliminacdo, em comparacdo com 0S animais que nao
receberam a antibioticoterapia (Grupo 2). Esse achado reforca a ideia apresentada por
JONES et al. (2008) de que, na medicina humana, ha mais de 40 anos nao se

recomenda antibioticoterapia em casos de gastrenterite ndo complicada por
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salmonelas, por ndo abreviar o curso clinico da infeccdo e, com frequéncia, prolongar o
periodo de excrecao da bactéria apos a convalescenca. Resultados muito similares aos
do presente estudo foram obtidos por SILVA (2007), AVILA (2009) e SANTANA (2012),
com o mesmo antibiético, e por FECTEAU et al. (2003), com ceftiofur. Embora o
florfenicol atinja bons niveis intracelulares, é possivel que néo tenham sido mantidas
por periodo suficiente concentracBes acima da concentracdo minima inibitoria (CMI)
para a cepa de S. Typhimurium utilizada. A dose de florfenicol utilizada no experimento
(20mg/Kg) foi a recomendada pelo fabricante e estabelecida para bovinos para
combate principalmente de patdgenos respiratorios. Tal dose administrada por via
intramuscular provoca, em bezerros bovinos, concentragdes plasmaticas maximas de
florfenicol de 2,12 + 0,17 pg/mL em aproximadamente quatro horas, com vida de
eliminacao terminal média (T12) de 27 horas (MAHMOUDIAN et al. 2010). Sugerem-se,
portanto, estudos aprofundados na farmacocinética do florfenicol em budfalos neonatos,
visando adequacdo da posologia (especialmente da dose e frequéncia de
administracdo) quando a finalidade for combater especificamente enteropatdogenos

nessa espécie e nessa faixa etaria.
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Tabela 51. Deteccdo de S. Typhimurium pelo exame bacteriol6gico a partir de suabes retais
obtidos de bezerros bubalinos infectados com 10° UFC de S. Typhimurium (Grupo

2), do momento anterior a inoculacéo (0h) até o ultimo dia de positividade.

Tempo

(h)

Animal

1

2

3

4

5

Rv. SC TMK RV SC TMK RV SC TMK RV SC TMK RV SC TMK

0
24
48
72
96

120
144
168
192
216
240
288
336
384

1
+ 4+ + + + + + 0+

- +

+ o+ + o+ o+

+

+ 4+ + + + + +

+ + + + + +

+ 4+ + + 4+ + A+ +

Total

5 9

4

6

RV= Rappaport-Vassiliadis; SC=selenito cistina;

; TMK=tetrationato Muller-Kauffmann; -=negativo; +=positivo

Tabela 52. Deteccdo de S. Typhimurium pelo exame bacteriolégico a partir de suabes retais
obtidos de bezerros bubalinos infectados com 10° UFC de S. Typhimurium e
tratados com florfenicol (Grupo 3), do momento anterior a inoculacdo (Oh) até o
ultimo dia de positividade.

Tempo

(h)

Animal

1

2

3

4

5

Rv. SC TMK RV SC TMK RV SC TMK RV SC TMK RV SC TMK

0
24
48
72
96

120
144
168
192
216
240
288
336
384
456
528

+ 4+ + + + o

+ 4+ 4+ + +

A I T

+ 4+

+
+
+

Total

10

RV= Rappaport-Vassiliadis; SC=selenito cistina; TMK=tetrationato Muller-Kauffmann; -=negativo; +=positivo
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5.5.2 Deteccdo de S. Typhimurium a partir de amostras de 6rgéos

Com a repeticdo do resultado negativo no isolamento bacteriolégico nos trés
caldos de enriquecimento por 15 dias consecutivos, os animais foram liberados do
experimento ou submetidos a eutanasia, para avaliacdo bacteriolégica e patoldgica dos
orgaos. Foi eutanasiado também um animal do Grupo 1, como animal controle. O
animal 3 do Grupo 3, que veio a 6bito de forma natural 25 dias apés ser liberado do
experimento e sem estar manifestando sinais de salmonelose, também foi submetido
aos exames bacterioldgico e patolégico dos 6rgaos.

Na Tabela 53, sdo apresentados os resultados do isolamento bacteriol6gico a
partir das amostras de orgaos, nos trés caldos de enriquecimento seletivo utilizados. S.
Typhimurium foi detectada nos linfonodos mesentéricos dos trés animais do Grupo 2,
sendo que em um deles a bactéria foi isolada também a partir da amostra de intestino
grosso e, em outro, a partir das amostras de tonsilas. Dos quatro animais que
receberam a administracdo do antibidtico florfenicol (Grupo 3), um apresentou a
bactéria nas tonsilas (Animal 2), um nos linfonodos mesentéricos (Animal 4) e outro em
ambos (Animal 5). Nao se isolou salmonela nos 6rgados do animal controle (Animal 1,
Grupo 1) nem do animal que morreu naturalmente (Animal 3, Grupo 3). No entanto, a
coleta das amostras de orgdos deste ultimo ndo foi feita imediatamente apds o 6bito,
gue ocorreu durante a madrugada. Este fato pode ter influenciado negativamente no
isolamento bacteriol6gico, uma vez que as amostras para este exame devem ser
coletadas em no maximo até seis horas apds o obito (SILVA, 2007).

Assim como nas amostras de fezes, todas as salmonelas isoladas das amostras
de d6rgados apresentaram o mesmo padrédo de susceptibilidade aos antimicrobianos que
a cepa utilizada para o indculo, sendo sensiveis ao ceftiofur, cloranfenicol, florfenicol e
trimetoprim/sulfametoxazol e resistentes a ampicilina, doxiciclina, eritromicina,
gentamicina, acido nalidixico e tetraciclina, indicando origem comum das bactérias.

Os achados acima caracterizam todos os animais infectados que foram
eutanasiados (exclui-se aqui o animal que veio a Obito naturalmente) como portadores
latentes de S. Typhimurium, por abrigarem a bactéria em outros tecidos ou no trato

alimentar, sem excreta-la nas fezes. Isso representa um fator epidemiolégico
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importante, uma vez que fatores estressantes podem reativar a eliminacdo por parte
destes animais, disseminando salmonelas no ambiente (JONES et al. 2008).
Resultados semelhantes s&o descritos por SANTANA (2012) em bezerros bubalinos
infectados com Salmonella Dublin. Como a salmonela é um microrganismo intracelular
facultativo, pode sobreviver e se multiplicar dentro de macréfagos, sendo
subsequentemente transportada aos linfonodos mesentéricos e a outros orgaos (WRAY
& DAVIES, 2000).

O tratamento com florfenicol ndo foi capaz de eliminar completamente as
salmonelas dos tecidos dos animais do Grupo 3, reforcando a ideia j& mencionada de

adequacéao da posologia para uso em bezerros bubalinos com salmonelose.
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5.5.3 Comparacéao da eficiéncia dos caldos de enriquecimento

O isolamento bacteriolégico possibilitou a deteccdo de 64 amostras de fezes
positivas para S. Typhimurium (Tabela 54). Das amostras positivas, 0os meios de
enriquecimento seletivo Rappaport-Vassiliadis (RV), selenito cistina (SC) e tetrationato
Muller-Kauffmann (TMK), identificaram, respectivamente, 43 (67,2%), 49 (76,6%) e 43
(67,2%).

Das amostras de o6rgdos examinadas, identificaram-se 9 positivas para S.
Typhimurium (Tabela 54). Entre as positivas, o caldo RV detectou 6 (66,7%) amostras,
0 SC detectou 5 (55,5%) e o TMK detectou 8 (88,9%).

Pelo teste de McNemar, ndo houve superioridade de um caldo em relacdo ao
outro na identificacdo de amostras positivas para S. Typhimurium, tanto dos suabes
retais quanto dos 6érgaos (P>0,05). No entanto, o uso simultaneo dos trés caldos de
enriquecimento aumentou as chances de deteccdo da bactéria no isolamento
bacteriol6gico em &gar XLT4.

A concordancia entre os caldos RV e SC foi considerada boa pelo teste
estatistico Kappa (0,64 no exame das fezes e 0,71 no exame dos 6rgdos), da mesma
forma que entre os meios RV e TMK (0,62 no exame das fezes e 0,84 no dos 6rgaos) e
entre TMK e SC (0,61 no exame das fezes e 0,58 no dos 6rgaos).

Por outro lado, estudo semelhante envolvendo a deteccdo de S. Dublin em
bezerros bubalinos (SANTANA, 2012), encontrou superioridade de eficiéncia do caldo
TMK, em relacdo ao RV e SC.

Tabela 54. Deteccdo de S. Typhimurium pelo isolamento bacteriolégico associados aos meios
de enriquecimento seletivo Rappaport-Vassiliadis (RV), selenito cistina (SC) e
tetrationato Muller-Kauffmann (TMK) em amostras de suabes retais e de érgéos de
bezerros bubalinos ap6s a infeccdo experimental com 10° UFC (Grupos 2 e 3).

NUimero de amostras positivas para S. Typhimurium  Total de amostras

Amostra

RV SC TMK examinadas
Fezes 43 49" 43" 168
Orgéos 6" 5% 8" 77

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de McNemar
(P>0,05).
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5.6 Exame anatomopatologico

O bezerro do Grupo 1 (controle) ndo apresentou alteracdes caracteristicas de
salmonelose ao exame anatomopatolégico.

A necropsia, o animal 1 do Grupo 2, eutanasiado aos 33 dias pés-infeccéo,
apresentou linfadenomegalia mesentérica, serosa dos intestinos de coloragéo
avermelhada e jejuno com moderada hiperemia de mucosa e conteudo do tipo catarral.
No exame histopatoldgico, encontrou-se congestdo moderada no baco e congestdo
discreta na mucosa intestinal.

O animal 3 do Grupo 2 foi eutanasiado 27 dias ap0s a inoculacdo com S.
Typhimurium. Seu exame necroscopico revelou linfadenomegalia mesentérica, serosa
dos intestinos hiperémica (Figura 50A), jejuno com mucosa intensamente hiperémica
(Figura 50B), presenca de uma forma adulta de Neoascaris vitulorum e contetudo
catarral no ileo. Microscopicamente, observou-se reatividade de tonsila (Figura 51A) e,
no intestino delgado, necrose de vilosidades com intenso infiltrado mononuclear,
composto predominantemente por macréfagos, e congestdo moderada de mucosa
(Figua 51B). Encontrou-se também congestéo discreta de bacgo e de intestino grosso.

A avaliacdo necroscoépica do quarto animal do Grupo 2, realizada no 27° dia
experimental, revelou linfadenomegalia mesentérica, serosa do intestino delgado
avermelhada e mucosa do jejuno moderadamente hiperémica. Ao exame
histopatoldgico, encontrou-se congestao discreta no intestino.

As lesbBes macroscopicas encontradas no animal 2 do Grupo 3, avaliadas no 42°
dia apo6s a inoculagdo, foram: intensa hiperemia da mucosa da vesicula biliar; contetdo
catarral e mucosa hiperémica na porcao inicial e final do jejuno; leve hiperemia e
espessamento do ileo (Figura 50C); linfonodos mesentéricos aumentados e com
cortical espessada. Ao exame histopatolégico, a mucosa da vesicula biliar estava
hiperémica, com intenso infiltrado inflamatério linfocitico difuso e areas com perda de
epitélio, caracterizando uma colecistite crénica severa (Figura 51C). O intestino delgado

apresentou congestao e infiltrado linfocitico discretos na submucosa, proprios de uma
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enterite cronica discreta. Encontrou-se também reatividade linfoide em linfonodo
mesentérico e congestdo moderada no tecido esplénico.

O terceiro animal do Grupo 3, que veio a Obito de forma natural, 46 dias apos a
inoculagéo, apresentou anemia, sinais de caquexia e pneumonia subaguda. A lesdes
observadas no sistema digestorio incluiram vesicula biliar distendida e duodeno com
mucosa discretamente avermelhada e conteudo catarral. Na mucosa do jejuno,
verificaram-se areas focais moderadamente hiperémicas. A valvula ileo-cecal também
apresentou-se avermelhada. O exame microscépico revelou hemossiderose e
congestao discreta no baco. No intestino delgado, encontrou-se congestdo discreta,
area focal com necrose das vilosidades e discreto infiltrado inflamatério composto por
macrofagos, linfécitos e plasmocitos na submucosa, caracterizando uma enterite
cronica discreta. Observou-se ainda, linfonodo mesentérico reativo e congestao discreta
do intestino grosso.

O exame necroscopico do animal 4 do grupo que recebeu tratamento a base de
florfenicol (Grupo 3), realizado no 22° dia experimental, revelou mucosa da vesicula
biliar hiperémica (Figura 50D) e linfadenomegalia mesentérica. A serosa dos intestinos
apresentou-se um pouco avermelhada. Nas trés porgbes do intestino delgado,
encontraram-se mucosas avermelhadas, conteddo catarral e presenca de formas
adultas de Neoascaris vitulorum. O intestino grosso apresentou discreta hiperemia de
mucosa. Microscopicamente, os achados foram: perda do epitélio tonsilar; mucosa da
vesicula biliar hiperémica com intenso infiltrado inflamatério linfocitico difuso, prépria de
uma colecistite crénica severa; e discreta congestao no tecido esplénico. Os linfonodos
mesentéricos estavam reativos (Figua 51D). No intestino delgado, encontrou-se
congestao e infiltrado inflamatério mononuclear discretos, caracterizando uma enterite
cronica discreta.

A avaliacao necroscopica do animal 5 do Grupo 3, que foi sacrificado ao 22 dias
de ter recebido in6culo contendo 10° UFC de S. Typhimurium, revelou vesicula biliar
com mucosa bastante hiperémica e linfadenomegalia mesentérica. No intestino

delgado, serosa avermelhada e mucosa das trés porcdes intensamente hiperémicas,
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com contetdo catarral e presenca de Neoascaris vitulorum. No exame histologico,
verificou-se congestdo moderada e discreta hiperplasia de polpa branca do baco e
linfonodo mesentérico reativo e com edema moderado. Diagnosticou-se uma enterite
crbnica, encontrando-se congestdo moderada dos vasos na mucosa intestinal, discreto
infiltrado inflamatério linfoplasmocitario na submucosa e uma area de hiperplasia de
células caliciformes, com discreto infiltrado eosinofilico.

Embora o exame anatomopatolégico tenha sido feito dias apds a recuperacao
clinica dos animais, ainda foram constatadas alteracfes, que confirmam as descritas
pela literatura. Sdo relatados como achados pés-morte tipicos em animais sofrendo da
forma entérica da salmonelose, colecistite fibrinosa, linfonodos mesentéricos
edemaciados e congestos, enterite muco-hemorragica ou muconecrética e contetudo
intestinal aquoso contendo fibrina (CARLTON & McGAVIN, 1998; WRAY & DAVIES,
2000; SMITH, 2010). As mucosas do ileo e intestino grosso podem estar engrossadas e
hemorragicas com placas fibrinonecréticas aderidas, sendo que duodeno e jejuno
também podem estar afetados (SMITH, 2010).
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Figura 50. Alteracdes macroscOpicas em bezerros bubalinos infectados experimentalmente
com 10° UFC de S. Typhimurium. (A) Intestino delgado do animal 3 do Grupo 2, aos
27 dias ap6s a inoculagdo. Notar serosa hiperémica (cabeca de seta) e linfonodos
mesentéricos aumentados (seta). (B) Mucosa de jejuno do animal 3 do Grupo 2, aos
27 dias apds a inoculacdo. Notar intensa hiperemia por todo o fragmento e presenca
de conteudo catarral (seta). (C) Fragmento de ileo do animal 2 do Grupo 3, aos 42
dias ap6s a inoculacdo. Notar espessamento (cabeca de seta) e leve hiperemia de
mucosa (seta). (D) Vesicula biliar do animal 4 do Grupo 3, aos 22 dias ap0s a
inoculacao. Notar mucosa hiperémica (seta).
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C D

Figura 51. Fotomicrografias demonstrando as principais alteracbes observadas ao exame
histopatoldgico de bezerros bubalinos infectados experimentalmente com 10° UFC de
S. Typhimurium. (A) Tonsila do animal 3 do Grupo 2, aos 27 dias ap0s a inoculacéo.
Notar reatividade evidenciada pela figura de mitose (seta). Coloracdo Hematoxilina e
Eosina. Objetiva 40x. (B) Intestino delgado animal 3 do Grupo 2, aos 27 dias apés a
inoculacdo. Notar necrose de vilosidades (seta preta), intenso infiltrado mononuclear
(seta branca) e congestdo moderada a intensa na mucosa (cabeca de seta).
Coloracdo Hematoxilina e Eosina. Objetiva 10x. (C) Vesicula biliar do animal 2 do
Grupo 3, aos 42 dias ap6s a inoculacdo. Notar 4reas com perda de epitélio (seta
preta), infiltrado inflamatorio (estrela) e hiperemia (cabeca de seta). Coloracéo
Hematoxilina e Eosina. Objetiva 10x. (D) Linfonodo mesentérico do animal 4 do
Grupo 3, aos 22 dias apés a inoculacdo. Notar reatividade linfoide na regido cortical
(estrela). Coloragdo Hematoxilina e Eosina. Objetiva 10x.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir da inoculagéo experimental de bezerros bubalinos
com 10° UFC de S. Typhimurium no presente estudo permitem as seguintes

conclusoes:

- A infeccdo experimental resultou em manifestacéo clinica da doenca com sinais

predominantemente entéricos.

- A infeccdo provocou alteracdes laboratoriais, que indicaram inicio de acidose
metabolica e de anemia da inflamacéo, reducdo da calemia, hipoglicemia, azotemia
pré-renal, hipoferremia e resposta inflamatéria caracterizada por aumento de proteinas
de fase aguda e alteracdes do leucograma. De modo geral, estas alteracdes foram mais

evidentes nos animais que nao receberam tratamento com florfenicol.

- O tratamento com o antibiotico florfenicol, na posologia utilizada neste estudo,
nao reduziu o tempo de diarreia nem contribuiu epidemiologicamente no combate a S.

Typhimurium.

- Bezerros bubalinos se tornaram portadores ativos, passivos ou latentes de S.

Typhimurium.

- Nao houve superioridade entre os caldos de enriquecimento RV, SC e TMK no
isolamento de S. Typhimurium a partir de amostras de fezes e 6rgdos dos bezerros
bubalinos. O uso simultdneo dos trés caldos aumentou as chances de deteccdo da

bactéria.
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