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RESUMO

COUTINHO, A.S. Mannheimiose pneumoOnica experimentalmente
induzida em bezerros pela Mannheimia (Pasteurella) haemolytica Al-
cepa D153: achados do exame fisico, hemograma e swabs nasal e
nasofaringeano. Botucatu, 2004. 186p. Tese de Doutorado - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista.

A Mannheimia haemolytica A1 é o agente etiologico da Mannheimiose
Pneumonica Bovina (MPB), uma doenca de grande importancia econémica.
Um modelo experimental de MPB foi utilizado com o objetivo de avaliar os
sinais clinicos, as alteracdes hematoldgicas e as espécies bacterianas das
cavidades nasais e nasofaringeanas de bezerros com MPB, em diferentes
momentos do curso da doenca. Um total de 28 bezerros foi divido em sete
lotes e os bezerros de cada lote foram distribuidos aleatoriamente em cada
um dos quatro grupos. Cada grupo foi avaliado em um momento do curso
da MPB: grupo | as 12, grupo Il as 24, grupo lll as 48 e grupo IV as 72 horas
apos a inoculagdo. Apos incubacédo por cinco horas, a 37°C e sob rotacao
de 150 ciclos/min, os inéculos da cepa D153 de M. haemolytica A1, com
concentracdes variando entre 1,5 x 10 ® a 8,20 x 10 ° UFCs (Unidades
Formadoras de Col6nias), foram infundidos na regido da carina em todos os
bezerros de cada lote, por via transtragueal, enquanto eram mantidos em
decubito lateral direito. As respostas dos bezerros de cada grupo, | a IV, a
M. haemolytica Al foram caracterizadas por: hipertermia e taquicardia, com
a temperatura corporal e a frequéncia cardiaca tendendo a ser mais baixa
nos grupos | a lll e alcancando valores mais elevados no grupo IV. A
freqiéncia respiratéria aumentou em todos 0s grupos apos a inoculacao,
com os valores dos grupos lll e IV tendendo a ser mais elevados. Os sinais
clinicos qualitativos da MPB que indicaram alteracdes da condicao fisica
geral, do sistema cardiovascular e alteragdes oculares tenderam a melhorar
a medida que a doenca progrediu, quando os quatro grupos foram
comparados. Adicionalmente, a frequéncia da secre¢cdo nasal mucosa e a
intensidade da secrecdo nasal muco-purulenta tenderam a aumentar,
concomitantemente com o aumento da frequéncia e da intensidade das
tosses espontaneas e induzidas, as quais tenderam a ser mais umidas e
produtivas. Todos o0s grupos demonstraram algum grau de atividade
respiratoria anormal, a qual variou de hiperpnéia a dispnéia mista, com
dispnéia inspiratéria tendendo a diminuir e a dispnéia expiratoria tendendo a
aumentar do grupo | para o IV. Aléem disso, o ruido respiratorio laringo-
traqueal tendeu a ser mais intenso com a evolugao da MPB, especialmente
durante a expiracdo. Os ruidos traqueo-brénquico e brénquio-bronquiolares
nos lados direito e esquerdo foram mais audiveis na maioria dos animais
apos a inoculacdo, mas estes sinais ndo demonstraram tendéncia de
aumento do grupo | para o IV. A auscultacdo de ruidos traqueo-brénquicos
relativamente menos intensos nas extremidades dos campos cranioventrais
do pulmé&o direito tendeu a ser mais freqiente com o aumento do tempo de
inoculacéo. Entre os ruidos adventicios traqueais, crepitacdo grossa e sibilo,
e toracicos, crepitacdo grossa, sibilo, inspiracdo interrompida, roce pleural e
aumento da propagacao dos batimentos cardiacos, apenas as crepitacdes
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grossas no campo cranioventral do pulmdo direito tenderam a ser mais
frequentes e intensas do grupo | para o IV. A presencga de sub-macicez na
extremidade do campo cranioventral do pulmao direito também tendeu a
aumentar. As alteragbes no numero de hemacias, concentracdo de
hemoglobina e volume globular nos grupos | a IV foram importantes. As
leucocitoses decorrentes de neutrofilias, com os desvios para a esquerda,
mostraram tendéncias de diminuicdo com a evolugcdo da MPB, sendo
expressiva no grupo | e significativamente mais baixas nos grupos Il e IV (P
< 0,05). As alteracOes observadas nas contagens de linfécitos, eosindfilos,
basofilos e mondcitos apos a indugdo da MPB nao foram importantes. Apés
a inducdo da MPB, a M. haemolytica biotipo A foi a bactéria predominante,
sendo isolada em 27 swabs nasais (96,43%) e em 28 swabs
nasofaringeanos (100%). A frequiéncia da P. multocida tendeu a aumentar,
sendo isolada em 10 swabs nasais (35,71%) e 14 nasofaringeanos (50,0%).

Palavras-chave: diagnostico; doencgas respiratorias; bovinos; Mannheimia
haemolytica
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ABSTRACT

COUTINHO, A.S .Experimental pneumonic mannheimiosis induced in
calves with Mannheimia (Pasteurella) haemolytica Al- D153 strain:
physical examination, total blood cell count and nasal and
nasofaringean swabs findings. Botucatu, 2004. 186p. Tese de Doutorado -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual
Paulista.

Mannheimia haemolytica Al is the etiologic agent of Bovine Pneumonic
Mannheimiosis (BPM), a disease of great economic importance. An
experimental model of BPM was utilized with the objective of evaluating the
clinical signs, hematologic changes and the bacterial species of the nasal
and nasopharynx cavities of calves with BPM at different moments of the
course of the disease. A total of 28 calves were divided in seven blocks, and
the calves of each block were randomized to take part in one of four groups.
Each group was evaluated at one moment of the course of BPM: group | at
12, 1l at 24, 11l at 48 and IV at 72 hours after inoculation. After incubation for
5 hours at 37°C and under rotation of 150 cycles/min, the inoculums of the
D153 strain of M. haemolytica Al, with concentrations varying between 1,5 x
10 ® a 8,20 x 10 ° CFU (Colonies Forming Unit), were infused at the karin
region in all calves of each block, through transtraqueal route, while the
calves were in right side lying. The reaction of the calves of each group (I to
IV) to M. haemolytica A1 was characterized by: hipertermia and tachycardia,
with body temperature and heart rate tending to be lower in groups | to Il
and reaching higher values in group IV. Respiratory rate increased in all
groups after inoculation, with the values of groups Ill and IV tending to be
higher. BPM qualitative clinical signs which indicated alterations of general
physical condition, alterations of the cardiovascular system and ocular
changes tended to improve along the progression of the disease when the
four groups were compared. Additionally, the frequency of the mucous nasal
secretion and the intensity of the mucous purulent nasal secretion tended to
increase concomitantly with the increase in frequency and intensity of
spontaneous and induced coughing, which tended to be more humid and
productive. All groups demonstrated some degree of abnormal respiratory
activity, which varied from hyperpnea to mixed dyspnea, with inspiratory
dyspnea tending to decrease and expiratory dyspnea tending to increase
from groups | to IV. Furthermore, the breath sound heard in larynx-tracheal
segment tended to be more intense with the evolution of BPM, specially
during expiration. The tracheo-bronchial and broncho-bronchiolar sounds at
the right and left sides were more audible in the majority of the animals after
inoculation, however these signs did not demonstrate any tendency to
increase from groups | to IV. The hearing of relatively less intense tracheo-
bronchials sounds at the extremity of the right anterior ventral lung field
tended to be more frequent with the increase in time of inoculation. Among
the tracheal adventitious sounds, crackles and wheezes, and thoracic
adventitious sounds, crackle, wheeze, discontinuous inspiration, pleural
friction rubs and increase in the hearing area of the heart beats, only the
crackles in the right anterior ventral lung field tended to be more frequent
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and intense from groups | to IV. The presence of dullness at the extremity of
the right anterior ventral lung field also tended to increase. The alterations in
the red blood cell count, hemoglobin concentration and packed cell volume
observed in the groups | to IV were not important. The leucocitosis due to
neutrophilia, with left shifts, demonstrated tendencies to decrease with the
evolution of BPM, being expressive at group | and significantly lower at
groups Il and IV (P<0,05). The alterations observed in the lymphocytes,
eosinophils, basophils and monocytes counts after the induction of BPM
were unimportant in all groups. After the induction of BPM, the M.
haemolytica biotype A was the predominant bacterium, being isolated in 27
nasal swabs (96,43%) and in 28 nasofaringean swabs (100%). The
frequency of P. multocida tended to increase, being isolated in 10 nasal
swabs (35,71%) and 14 nasofariangean swabs (50,0%).

Key words: diagnostic; respiratory diseases; bovines; Mannheimia
haemolytica
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1. INTRODUCAO

No inicio da década de 1990, estudos envolvendo hibridizacdo de ADN-
ADN, propriedades bioquimicas e analises genéticas permitiram a
reclassificacdo do biotipo T da Pasteurella haemolytica como uma nova
espécie, denominada Pasteurella trehalose, a qual continuou englobando os
sorotipos 3, 4, 10 e 15 (BINGHAM et al., 1990; SNEATH & STEVENS, 1990).

No final da década de 1990, as cepas de Pasteurella haemolytica do
biotipo A isoladas de ruminantes foram reclassificadas com base em
investigacbes compreendendo avaliacdes quantitativas de dados fenotipicos,
ribotipagem, eletroforese de enzimas multiloculares, seqienciamento de ARNr
16S e hibridizacdo de ADN-ADN (ANGEN et al., 1997a,b,c; ANGEN et al.,
1999) e estabeleceu-se um novo género, chamado de Mannheimia, que €
composto por cinco espécies, M. haemolytica, M. glucosida, M. ruminalis, M.
granulomatis e M. varigena (ANGEN et al., 1999).

Atualmente, a Mannheimia haemolytica do biotipo A engloba 12
sorotipos, 1, 2, 5-9, 12-14, 16 e 17. O sorotipo 11 do biotipo A da antiga P.

haemolytica passou a denominar-se M. glucosida (ANGEN et al., 2002).
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Em 2004, a doenca pneumadnica bovina causada pela antiga Pasteurella
haemolytica Al, até entdo denominada de Pasteurelose Pneumonica Bovina,
comecou a ser chamada de Mannheimiose Pneumonia Bovina (MPB) por
MALAZDREWICH et al. (2004).

De agora em diante neste trabalho, os nomes atuais, Mannheimia
haemolytica Al, Pasteurella trealosi e MPB, serdo utilizados em substituicao
aos termos antigos, respectivamente, Pasteurella haemolytica Al, Pasteurella
haemolytica biotipo T e Pasteurelose Pneuménica Bovina, sempre que estes
forem encontrados na literatura consultada.

O complexo das doencas respiratorias bovinas (CDRB) € considerado
um importante problema de sanidade animal, pois sua etiologia multifatorial,
envolvendo fatores ambientais, condicbes de manejo e agentes infecciosos
(WILKSE, 1990; RADOSTITS et al, 2000; SMITH, 2001), faz com que acarrete
perdas econdmicas significativas em funcdo de elevadas taxas de mortalidade,
taxas de crescimento reduzidas, descarte precoce dos animais acometidos,
aumento da idade ao primeiro servico e ao parto, condenacao de carcacas em
abatedouros, além dos custos com medicacdo e méao-de-obra associadas ao
tratamento (BLUM et al., 1996; GRIFFIN, 1997; ESSLEMONT & KOSSAIBATI,
1999; VIRTALA et al., 1999).

A MPB é a broncopneumonia de maior prevaléncia e impacto econémico
dentro do CDRB (LILLIE, 1974; REHMTULLA & THOMSON, 1981;
RADOSTITS et al, 2000, SMITH, 2001). No ano de 1998, somente a MPB foi
responsavel por perdas econdémicas da ordem 800 milhdes de ddlares nos

Estados Unidos (WEEKLEY et al., 1998a). Pequenos rebanhos bovinos e lotes
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de grandes propriedades de producédo de leite ou de confinamentos de gado de
corte séo igualmente acometidos pela MPB (BROGDEN et al., 1998).

No Brasil, levantamentos realizados no Estado de S&o Paulo obtiveram
taxas de incidéncia de broncopneumonias em bezerros de 12,7% na regido de
Aracatuba (BARROS et al.,, 1965/66) e de 12,27% na regido de Botucatu
(GONCALVES et al., 2000). Na Clinica de Bovinos de Garanhuns — UFRPE, as
broncopneumonias foram a principal causa de atendimento e/ou internamento

de bovinos jovens (BARROS et al., 1994).

Até o momento, existem apenas trés relatos nacionais de surtos de MPB
natural. O primeiro descreveu a doenca em 92 bovinos importados da
Alemanha, que foram levados para o Estado do Para (TURY et al., 1996).
FIGUEIREDO (1997), relatou a ocorréncia de 595 focos de MPB no Estado de
Minas Gerais, entre 1990 a 1996, com 1540 bovinos doentes e 300 mortos. Em
1999, a MPB acometeu 70% de um rebanho de 18.000 bovinos num
confinamento no Estado de Sdo Paulo (GAVA et al., 1999).

Em nenhum destes relatos, o montante dos prejuizos causados pela
MPB foi estimado e, segundo FIGUEIREDO (1997), a incidéncia da MPB no
Brasil seria bem maior se ndo fossem as falhas de diagnostico e se houvesse
maior preocupacdo em publicar os casos diagnosticados. Diante desse alerta e
da estimativa de producdo de 37,5 milhbes de bezerros/ano no Brasil, num
rebanho bovino de aproximadamente 161,8 milhdes de cabecas (ANUALPEC,
2001), a MPB pode ser considerada uma doenca potencialmente importante

para o pais. Na opinido de FIGUEIREDO (1997), a MPB € uma doenca que
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merece ser destacada, dentre aquelas emergentes no Brasil, devido a grande
importancia econdmica para a pecuaria nacional.

As manifestacdes clinicas das broncopneumonias em bovinos refletem o
comprometimento do estado geral e da capacidade respiratéria dos animais,
variando de acordo com a extensdo do parénguima pulmonar acometido e, na
maioria das vezes, ndo dependem do tipo de agente infeccioso envolvido
(DIRKSEN et al., 1993; RADOSTITS et al., 2000).

A gravidade das broncopneumonias em bezerros é variavel (WILKSE,
1990; WILSON & LOFSTEDT, 1990; COLLIE, 1992), mas os sinais clinicos que
sugerem lesdes de vias areas inferiores e parénquima pulmonar séo indicativos
de broncopneumonia se observados isoladamente e, principalmente, quando
ocorrem associados (BREEZE, 1985; WILSON & LOFSTEDT, 1990;
ANDREWS, 1992; DIRKSEN et al., 1993; RADOSTITIS et al., 1995; REBHUN
et al., 1995; GONCALVES, 1997). Mesmo nas infeccOes respiratorias
experimentais, quando as condi¢des sao padronizadas e controladas, é comum
notar certa variabilidade na gravidade da doenca (THOMAS et al.,, 1977,
LEKEUX et al., 1985).

VESTWEBER et al. (1977), encontraram dificuldade para determinar a
intensidade das lesBes pulmonares em bezerros com broncopneumonias
exclusivamente pelo exame fisico. Para RABELING et al. (1998), apenas o
exame fisico ndo é suficiente para localizar e avaliar as lesdes pulmonares em
bezerros, devendo-se lancar mao de meétodos diagndsticos auxiliares para

melhor caracterizar as lesdes pulmonares.
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A anamnese, inspecdo, percussao, auscultacdo e olfacdo sdo métodos
semiolégicos de diagnostico que, quando realizados de maneira correta, se
tornam insubstituiveis por quaisquer exames complementares (GONCALVES,
2000b). O estudo dos sinais clinicos das broncopneumonias de bezerros
constituiu-se meétodo eficaz de avaliacdo da intensidade das lesdes
pulmonares, permitindo classificar os quadros clinicos em leves, moderados ou
graves (CURRLE, 1985) ou em moderados ou graves (GONCALVES et al.,
2001).

O valor diagnostico do hemograma de bezerros com MPB natural &
pouco expressivo, Visto que ocorre leucocitose e neutrofilia em alguns animais,
e, em outros, pode haver neutropenia ou nenhuma alteracdo significativa
(RADOSTITIS et al., 2000).

Em Botucatu/SP, GONCALVES (1987) isolou, em lavados
tragueobrdnquicos, enterobactérias e Pseudomonas spp. como 0S agentes
etiologicos mais comuns de bovinos com broncopneumonia. Os agentes
Mycoplasma spp., Chlamydia spp., Salmolella dublin, Arcanobacterium
pyogenes, P. multocida, M. haemolytica e Streptococcus spp. foram isolados
de bovinos com pneumonia na regiao de Cantagalo/RJ (PESAGRO, 1987). Na
Universidade Federal de Pernambuco, BARROS et al. (1994) obtiveram taxas
de isolamento de enterobactérias, 90,4 e 57,6%, e de cocos Gram-positivos,
19,2 e 50,0%, respectivamente, nas secrecdes nasal e bronquica de bezerros
com broncopneumonia.

Os sinais clinicos, as alteracbes do hemograma e a flora bacteriana das

vias aéreas anteriores (VAAs) de bovinos com broncopneumonias sdo muito
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variaveis. No que diz respeito a MPB, a literatura disponivel, sobretudo a
nacional, consta de um reduzido numero de trabalhos conduzidos com o
objetivo de detalhar esses aspectos da doenca. Considerando a importancia
econdbmica da MPB, torna-se clara a necessidade de pesquisas que gerem
conhecimentos mais precisos sobre o0s sinais clinicos, alteracdes
hematolégicas e modificacbes da flora bacteriana das VAAs dos bovinos em
diferentes momentos do curso da doenca.

Para o buiatra, a possibilidade de utilizar dados sobre a apresentacéo
clinica e alteracdes do hemograma e da flora bacteriana das VAAs de bovinos
com MPB, sobretudo aquelas que se desenvolvem nos primeiros dias da
doenca, assume grande importancia. Deve-se salientar que, em condicdes
naturais, esta afeccao ocorre, a despeito da adocédo de medidas profilaticas, na
forma de surtos e acomete um numero significativo de animais, pois se observa
a intercorréncia de fatores predisponentes, que, muitas vezes, ndo podem ser
controlados.

Portanto, um diagndstico precoce, rapido e pouco dispendioso da MPB,
e de sua gravidade, é fundamental para a imediata implementacdo de medidas
terapéuticas e profilaticas adequadas, o que pode ser obtido mediante exames
fisicos, se realizados de forma meticulosa, associados a exames auxiliares,

como o hemograma e os cultivos bacterioldgicos das secrecfes das VAASs.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Apesar da maior frequiéncia de doencas inflamatoérias pulmonares em
bovinos, devido a particularidades anatdomicas do trato respiratorio desta
espécie (VEIT & FARREL, 1978; MAZZUCCHELLI & RODRIGUEZ, 1995), a
constante exposi¢do aos agentes infecciosos ambientais e comensais das vias
aéreas anteriores (VAAS) nédo resulta em processos pneumdnicos quando 0s
diferentes mecanismos de defesa do trato respiratério se mantém integros
(MAZZUCCHELLI & RODRIGUEZ, 1995; WEEKLEY et al, 1998a;
ACKERMANN & BROGDEN, 2000).

Os mecanismos de defesa do trato respiratério dos ruminantes se
dividem em trés processos basicos: (a) fisicos, como a filtracdo aerodinamica e
o aparelho mucociliar; (b) secretorios, representados pelas proteinas do
surfactante, imunoglobulinas IgA e 1gG, peptideo antimicrobiano traqueal,
peptideos catidnicos, peroxidase, lactoferrina, lisozima, proteina indutora de
permeabilidade bacteriana-1, proteina inibidora de leucoprotease secretoéria e
outras substancias soluveis presentes no liquido de revestimento do epitélio
respiratorio; (c) celulares, representados principalmente pelos macréfagos

alveolares pulmonares (MAPs), células que mantém a integridade pulmonar
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devido a capacidade de destruir microrganismos, atuar como célula assessora
em respostas imunes, recrutar e ativar outras células inflamatorias e manter e
reparar o parénquima pulmonar (MANZ-KEINLE et al., 1982; WILKIE, 1982;
ANDERSON et al.,, 1986; BROGDEN, 1992; BROGDEN et al., 1997;
BROGDEN et al., 1998a,b; ACKERMANN & BROGDEN, 2000; RADOSTITS et
al., 2000; SMITH, 2001).

Falhas na transferéncia de imunidade passiva sdo associadas a
mortalidade de bovinos jovens por pneumonia (THOMAS & SWANN, 1973).
Segundo HUSHAND et al. (1972), as imunoglobulinas colostrais alcancam as
concentracfes maximas no soro dos bezerros as 24 horas ap0s o0 nascimento,
sendo catabolizadas até alcancarem os mais baixos niveis ao redor de 30 dias
de vida.

Os titulos de anticorpos séricos contra M. haemolytica A1 s&o um
indicador de resisténcia contra a MPB em bezerros, uma vez que 0s animais
com titulos mais baixos sado aqueles que desenvolvem quadros mais graves da
doenca, quando comparados aos bezerros com titulos mais elevados
(THOMSON et al., 1975).

CONFER et al. (1988), relataram correlacdo positiva significativa entre
elevadas concentracdes seéricas de anticorpos passivos e resisténcia dos
bezerros ao desafio transtoracico com a M. haemolytica Al, recomendando a
avaliacao do titulo de anticorpos nos animais que serdo submetidos a desafios
experimentais. SHEVEN (2001) ! salientou a necessidade de descartar os

bezerros que apresentam titulos de anticorpos contra M. haemolytica A1 acima

" SHEWEN, P.E. Help in research with Pasteurella haemolytica Al. Comunicacao pessoal,
2001.
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de 1/32 no teste de neutralizacdo sérica, pois, provavelmente, estes animais
nao desenvolveriam a MPB ou a doenca experimental seria muito discreta, ndo
se prestando a utilizacdo em pesquisas.

A flora bacteriana comensal das narinas de bezerros sadios é muito
diversificada, sendo a P. multocida, M. haemolytica Al, P. pseudotuberculosis,
Francisella tularensis, E. coli, Klebsiella spp., Shigella spp., Proteus spp.,
Haemophilus spp., Neisseria spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Micrococcus spp. e Pneumococcus spp. os isolados mais comuns (PASS &
THOMSON, 1971).

Dentre os agentes bacterianos mais importantes da flora comensal das
narinas de bezerros sadios (Staphylococcus spp., Streptococcus spp., M.
haemolytica, Neisseria catarrhalis, Escherichia coli, Micrococcus spp.,
Arcanobacterium spp. e Pseudomonas spp.), o Staphylococcus spp. foi o0 mais
freqientemente isolado (WOLDEIHIWET et al., 1990).

MAGWOOD et al. (1969), classificaram a flora bacteriana das VAAs de
272 bezerros de 12 rebanhos Canadenses em trés categorias:

1) Flora basal: Aquela cujas espécies foram amplamente distribuidas na
populacdo de bezerros, incluindo P. multocida (61,3%), M. haemolytica
(23,0%), Neisseria catarrhalis (46,3%), Micrococcus spp. (53,3%),
Streptococcus beta-hemolitico (10,3%);

2) Flora suplementar: Aquela composta de espécies capazes de
colonizar a mucosa nasal, como Moraxella duplex (5,1%), Moraxella

saccharolytica (0,2%), Haemophilus parainfluenzae (0,6%), Diplococcus
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pneumonia (0,1%), Arcanobacterium pyogenes (0,2%), corinebactérias
saprofitas (0,2%) e Streptococcus spp. (15,2%);

3) Flora transitdria: Aquela considerada originaria do ambiente e que,
em geral, é incapaz de colonizar a mucosa nasal, como as enterobactérias -
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Paracolobacterium spp., Proteus spp.,
com 8,2% — e 0s “géneros das poeiras” — Flavobacterium Chromobacterium,
Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, Serratia e Lactobacillus, com 23,4%.

As bactérias da familia Enterobacteriaceae sdo organismos ubiquos,
podendo ser encontrados no solo, cama, agua e pastagens utilizadas pelos
bovinos (LILLIE, 1974). Quando isoladas das VAAs de bovinos sadios, as
enterobactérias sédo consideradas contaminantes (COLLIER & ROSSOW,
1964).

O género Bacillus também é onipresente e o isolamento das diferentes
espécies em amostras das VAAs de animais € vista como uma contaminacao
insignificante na auséncia de doenca respiratoria caracteristica (MURRAY et
al., 1999).

Os diferentes sorotipos da M. haemolytica sdo comensais das VAAs de
bovinos sadios (MAGWOOD et al.,, 1969; PASS & THOMSON, 1971;
WOLDEIHIWET et al.,, 1990), mas, em geral, sdo encontrados apenas em
pequenas quantidades (PASS & THOMSON, 1971; YATES, 1982; PANCIERA
& CORSTVET, 1984; WILKIE & SHEWEN, 1988) e por curtos periodos de
tempo, na maioria das vezes inferiores ha um dia (FRANK et al.,, 1986). O

sorotipo Al é encontrado em menores quantidades que o A2, que € o sorotipo
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mais freqlentemente isolado das VAAs de bovinos sadios (PASS &
THOMSON, 1971; YATES, 1982; FRANK & WESSMAN, 1978).

A M. haemolytica Al foi isolada das tonsilas e/ou linfonodos
retrofaringeanos de bezerros em que cultivos microbioldgicos das secrecdes
nasais foram negativos para este agente (FRANK & BRIGGS, 1992). Apoés
estresse por transporte, os cultivos das secrecdes nasais dos bezerros se
tornaram positivos para M. haemolytica Al, sugerindo que o estresse tenha
estimulado os carreadores tonsilares sdos a se tornarem disseminadores
nasais (FRANK et al., 1994). Estes achados indicam que o epitélio nasal pode
nao ser o Unico ou, até mesmo, 0 mais importante local de persisténcia da M.
haemolytica Al em bovinos carreadores séos, devendo-se atribuir maior
importancia ao tecido linféide da nasofaringe (SHOO et al., 1990).

Além da M. haemolytica Al, bactérias como P. multocida, P. trealose,
Haemophylus somnus, Arcanobacterium pyogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Streptococcus spp., Sthaphylococcus spp., Micrococcus spp.,
Moraxella spp., Salmonella spp., Bacteroides nodosus e Fusobacterium spp.
foram isoladas dos pulmdes de bovinos que apresentaram casos naturais de
MPB (WRAY & THOMPSON, 1973; REHMTULLA & THOMSON, 1981; FRANK
& SMITH, 1983; ALLAN et al., 1985b; JUBB et al., 1985; FRANK et al., 1986;
TURY et al., 1996; BARRAGRY et al., 1994; WEEKLEY et al, 1998a;
RADOSTITS et al., 2000; SMITH, 2001).

A quantidade de organismos de M. haemolytica A1 e P. multocida
presente nos swabs nasais de bovinos com MPB aguda € bem mais elevada

que aquelas recuperadas de animais sadios (THOMSON et al., 1975;
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RADOSTITS et al.,, 2000). Segundo GREY & THOMSON (1971), a M.
haemolytica Al se proliferou mais intensamente nas VAAs de bovinos com
MPB, em comparacdo com animais sadios, tornando-os mais propensos a
inalar maiores quantidades desta bactéria.

Segundo ALLAN et al. (1985b), a M. haemolytica Al foi isolada da
nasofaringe, tonsilas, traquéia, lobos do pulmé&o direito e linfonodos brénquicos
nos dias dois, trés, seis, nove e 10 apos a inoculacdo em todos os bezerros
inoculados com 2 x 10° e 8 x 10* UFCs deste organismo.

Por tratar-se de um agente oportunista, a M. haemolytica A1 necessita
da acdo sinérgica de fatores predisponentes, que, individualmente ou em
associacdo, enfraguecem os mecanismos de defesa do trato respiratorio dos
bovinos e, dessa forma, induzem o desenvolvimento dos quadros classicos de
MPB natural. Dentre as situacbes que podem causar estresse fisico aos
animais, sao comuns: falhas de transferéncia de imunidade passiva;
deficiéncias nutricionais; desmama; mudancas alimentares; cirurgias como
descorna e castracdo; fome, desidratacdo e exaustdo durante o transporte;
mistura de animais de diferentes origens e faixas etarias em espacos restritos
nas feiras e leildes; ventilacdo inadequada, com niveis elevados de umidade e
gases de dejetos, dentro das instalacfes; quantidades excessivas de lama em
confinamentos; e cargas elevadas de parasitos (THOMSOM et al., 1969;
WRAY & THOMPSON, 1973; LILLIE, 1974, THOMSON et al., 1975;
REHMTULLA & THOMSON, 1981; YATES, 1982; FRANK & SMITH, 1983;

JUBB et al., 1985; GILMOUR & GILMOUR, 1989; BROGDEN et al., 1998a;
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WEEKLEY et al, 1998a; BARRAGRY et al., 1994; RADOSTITS et al., 2000;
SMITH, 2001).

Além dos estresses fisicos, os infecciosos, como ocorre nas infecgdes
do trato respiratorio pelo virus da parainfluenza 3 - VPI-3, virus da rinotraqueite
bovina infecciosa - VRBI (FRANK et al.,, 1986), virus sincicial respiratorio
bovino - VSRB (ROSENQUIST, 1974) e virus da diarréia bovina a virus - VDBV
(POTGIETER et al., 1984), também predispbem o0s bovinos ao
desenvolvimento da MPB natural, uma vez que estes virus criam condi¢cdes
que permitem a M. haemolytica Al colonizar macicamente a nasofaringe
(JUBB et al., 1985; GILMOUR & GILMOUR, 1989; RADOSTITS et al., 2000;
BARRAGRY & POWERS, 1994; SMITH, 2001). Os virus reduzem a
capacidade do trato respiratorio para eliminar patdgenos bacterianos, pois, ao
lesarem o epitélio ciliado das VAAs e/ou diminuir a capacidade de fagocitose
ou o potencial bactericida dos macrofagos alveolares, debilitam a resposta
imune local (THOMSON et al.,, 1975; JAKAB, 1982; JUBB et al.,, 1985;
GILMOUR & GILMOUR, 1989; BROGDEN et al., 1998a; SMITH, 2001).

Diferentes fatores de viruléncia, ligados as células ou secretados pelos
organismos de M. haemolytica A1, enfraquecem ainda mais 0os mecanismos de
defesa do trato respiratério dos bovinos e, a0 mesmo tempo em que
possibilitam a multiplicacdo macica da M. haemolytica A1 nas VAASs, participam
do desenvolvimento das lesdes pulmonares classicas da MPB. Dentre os
fatores de viruléncia envolvidos na patogénese da MPB, citam-se as fimbrias
(MORCK, 1988), o polissacarideo capsular (WHITELEY et al., 1990), enzimas

como a superoxido dismutase (ROWE et al., 1997), as proteases de
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imunoglobulinas (LEE & SHEWEN, 1996) e a neuraminidase (STRAUS et .,
1993), o lipopolissacarideo (LPS) capsular e uma leucotoxina (LKT) exotoxica,
sendo os dois ultimos considerados de maior importancia na inflamacéo aguda
provocada pela M. haemolytica A1 (CONFER & SIMONS, 1986; WHITELEY et
al., 1990; WHITELEY et al., 1991b; MAHESWARAN et al., 1993; BROGDEN et
al., 1998a; ACKERMANN & BROGDEN, 2000).

O LPS da M. haemolytica Al induz os MAPs a secretarem citocinas
inflamatorias como a interleucina 8 (IL-8), o fator de necrose tumoral - o (FNT-
o) e a interleucina 1B (IL-1B) (YOO et al.,, 1995; LAFLEUR et al., 1998;
MORSEY et al., 1999), deflagrando um profundo estado pro-coagulante que
resulta em extensa polimerizacéo de fibrina no tecido pulmonar de bovinos com
MPB (CAR et al., 1991). Outros mediadores inflamatorios liberados pelo
pulm&o bovino em resposta ao LPS da M. haemolytica Al incluem leucotrieno
B4 (LTB4), histamina e prostaglandina E-2 (SABAN et al., 1997; CUDD et al.,
1999).

A LKT é secretada durante a fase de crescimento logaritmico da M.
haemolytica A1 (SHEWEN & WILKIE, 1982, SHEWEN & WILKIE, 1985).
Quando em concentracdes elevadas, esta exotoxina € altamente citotoxica
para os leucdcitos e as plaquetas de ruminantes, provavelmente por induzir a
formacdo de poros e outros defeitos de membrana (BALUYUT et al.,, 1981;
SHEWEN & WILKIE, 1982; SUTHERLAND et al., 1983; CLINKENBEARD et al.,
1989; CLINKENBEARD & UPTON, 1991; LAINSON et al.,, 1996), os quais

possibilitariam o influxo de agua e o intumescimento dos leucdcitos e
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plaguetas, levando-os a morte rapida por lise (BALUYUT et al., 1981; SHEWEN
& WILKIE, 1982; CLINKENBEARD et al., 1989).

Quando em baixas concentracdes, a LKT da M. haemolytica A1 estimula
MAPSs, neutrofilos e mastécitos a liberarem compostos de oxigénio reativos,
enzimas proteoliticas, eicosandides, citocinas e histamina nos pulmdes dos
bovinos, os quais provocam lesfes inflamatorias agudas no parénquima
pulmonar (CZUPRYNSKI et al., 1991; HENRICKS et al., 1992; MAHESWARAN
et al, 1992; MAHESWARAN et al, 1993; ADUSU et al, 1994;
CLINKENBEARD et al., 1994), e pode induzir apoptose em leucécitos de
bovinos (STEVENS & CZUPRYNSKI, 1996).

A LKT da M. haemolytica Al pode estimular os MAPs a expressar
atividade pro-coagulante em suas superficies, induzindo a producéo de FTN-a
e IL-13, com consequente amplificacdo da deposi¢cao de fibrina no parénquima
pulmonar e superficies pleurais (CAR et al., 1991; RASHID et al., 1997). O
aumento da atividade pro-coagulante foi exacerbado pela diminuigdo
significativa da atividade pro-fibrinolitica de macréfagos e neutrofilos,
resultando em desequilibrio ndo apenas pela excessiva deposicéo de fibrina,
mas também pelo retardamento do processo de remocéo de fibrina (CAR et al.,
1991).

A M. haemolytica Al ndo €é apenas 0 agente infeccioso mais
frequentemente isolado de bovinos com MPB natural, mas a causa primaria
dos eventos patologicos que caracterizam esta doenga clinica como uma

broncopneumonia fibrinosa lobar aguda (CARTER, 1964; COLLIER, 1968a,b;
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LILLIE, 1974; REHMTULLA & THOMSON, 1981; WIKSE, 1985; JUBB et al.,
1985; RADOSTITS et al., 2000).

Segundo LILLIE (1974), a multiplicacdo macica da M. haemolytica Al
nas VAAs dos bovinos, com o desenvolvimento de uma populacdo bacteriana
toxica, € fundamental na patogénese da MPB natural. Quando em quantidades
macicas nas VAAs, a M. haemolytica Al alcanca os pulmdes, via goticulas
aerossolizadas, em concentracfes elevadas e, assim, consegue suplantar os
mecanismos de defesa locais e multiplicar-se intensamente no parénquima
pulmonar, o que a torna responsavel pelas lesdes classicas da MPB natural
(LILLIE, 1974; REHMTULLA & THOMSON, 1981; ALLAN et al., 1985a; AMES
et al., 1985; JUBB et al., 1985; CONFER et al., 1988; FRANK, 1988; GILMOUR
& GILMOUR, 1989; CARLTON & McGAVIN,1995; BROGDEN et al., 1998a;
WEEKLEY et al., 1998a; ACKERMANN & BROGDEN, 2000; RADOSTITS et
al., 2000; SMITH, 2001).

As infec¢cdes pulmonares causadas pela M. haemolytica Al se
caracterizam por uma resposta inflamatdria fibrinosa supurativa e necrotizante,
de carater peragudo a agudo. Dentro de horas ap0s a infeccdo, os brénquios,
bronquiolos e alvéolos pulmonares contém densos infiltrados de neutrofilos,
fibrina, liquido seroproteinaceo e sangue. O exsudato esta associado a necrose
parenquimal extensa, que é causada por produtos da M. haemolytica A1 como
a leucotoxina, o lipopolissacarideo e o polissacarideo capsular, e também por
fatores inflamatorios liberados por neutréfilos e outras células do processo
inflamatorio agudo (SLOCOMBE et al.,, 1985). Embora a infiltracdo de

neutréfilos durante a pneumonia causada por M. haemolytica Al seja
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necessaria para a resisténcia a infec¢do, a resposta é tipicamente extensa e
excessiva (ACKERMANN & BROGDEN, 2000).

Macroscopicamente, a broncopneumonia fibrinosa lobar aguda causada
pela M. haemolytica A1 se caracteriza por intensa congestdo e hemorragia, que
conferem aos pulmbes uma coloracdo vermelha tipica, e por abundante
exsudacao de fibrina, que pode se acumular nas superficies pleurais formando
espessas placas amarelas, e acumulo de quantidades variaveis de liquido
amarelo na cavidade toracica (SLOCOMBE et al.,, 1984b; CARLTON &
McGAVIN, 1995; WHITELEY et al.,, 1991a,b; RADOSTITS et al., 2000). As
superficies de corte das lesbes pulmonares se mostram firmes, com septos
interlobulares espessados pelo acumulo de exsudato edematoso transparente,
delineando os I6bulos pulmonares, que se apresentam consolidados e
exsudando liquido sanguinolento (SLOCOMBE et al., 1984b; VESTWEBER et
al., 1990a). A distribuicdo das lesbes € cranioventral e o processo inflamatoério
nao se limita a um unico I6bulo pulmonar, envolvendo l6bulos contiguos até
acometer todo o lobo. Mesmo quando a area pulmonar total acometida pela
broncopneumonia fibrinosa é igual 30%, ou menos, 0s sinais clinicos e a morte
podem resultar de toxemia grave (CARLTON & McGAVIN, 1995; RADOSTITS
et al., 2000).

As lesbes macroscopicas observadas em seis bezerros convencionais,
as 24 horas apos inoculacdo da M. haemolytica Al, envolveram 20 a 100% do
lobo pulmonar inoculado, o cranial direito, e, exceto por essa variabilidade na
extensdo do tecido pulmonar acometido, o aspecto das lesbes foi bastante

semelhantes. Estas se apresentaram intensamente congestas, edematosas,
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firmes e salientes em relacdo ao tecido pulmonar adjacente. As superficies
pleurais estavam consistentemente espessadas e cobertas por fibrina
(VESTWEBER et al., 1990a).

Microscopicamente, a broncopneumonia fibrinosa lobar aguda causada
pela M. haemolytica Al € caracterizada por macica exsudacdo de proteinas
plasmaticas para o interior dos brbénquios, bronquiolos e alvéolos e,
consequentemente, pela obliteracdo da maioria dos espacos aéreos com
exsudato fluido (REHMTULLA & THOMSON, 1981; SLOCOMBE et al., 1984b;
WHITELEY et al., 1991a,b; CARLTON & McGAVIN, 1995). Como a fibrina é
quimiotaxica para neutroéfilos, estes leucocitos sempre estdo presentes no
exsudato produzido nas vias areas submetidas a inflamac&o fibrinosa. A
medida que a inflamacdo progride, o exsudato fluido é gradativamente
substituido por um exsudato fibrinocelular, composto de fibrina, neutrofilos,
macrofagos e debris necréticos. Em geral, ocorre acentuada dilatacdo e
trombose de vasos linfaticos e distenséo dos septos interlobulares por edema e
exsudato fibrinocelular. Areas focais de necrose coagulativa também sio
comuns e 0s centros necroticos, envolvendo um grupo de alvéolos, séo
delineados por capilares congestos e repletos de fibrina, material proteinaceo,
coloénias bacterianas, eritrécitos, neutréfilos e macréfagos (REHMTULLA &
THOMSON, 1981; SLOCOMBE et al., 1984b; WHITELEY et al., 1991a,b;
CARLTON & MCcGAVIN, 1995; BROGDEN et al., 1998a; ACKERMANN &
BROGDEN, 2000). Muitas vezes, uma area necrética central € circundada por
células basofilicas em forma de fusos, orientadas de modo a formarem feixes

de células paralelas, que Ihe confere a aparéncia de um redemoinho. Proximo
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a margem da lesdo, o exsudato contendo neutréfilos e macrofagos forma uma
transicdo abrupta para o pulmdo normal, sem capsula de tecido fibroso
(REHMTULLA & THOMSON, 1981; ALLAN et al., 1985a; BROGDEN et al.,
1998a). Nos animais que sobrevivem ao estagio agudo da MPB, a necrose
pulmonar muitas vezes se desenvolve para “sequestros”, que sédo fragmentos
de tecido pulmonar necrotico encapsulado por tecido conjuntivo (CARLTON &
McGAVIN, 1995).

As 72 horas ap6s a inoculacdo 5,4 x 10° a 6,7 x 10 UFCs de M.
haemolytica A1 em bezerros, observaram-se alteragcdes macroscopicas tipicas
de MPB, as quais acometiam areas pulmonares extensas e se caracterizavam
por necrose de coagulacdo discreta e exsudato purulento evidente em
bronquiolos, constituido por neutrofilos e debris necréticos (FRIEND et al.,
1977).

GIBBS et al. (1984), observaram lesfes tipicas de MPB em bezerros
necropsiados 48 e 72 horas ap0s a inoculagéo inicial de M. haemolytica Al, as
quais envolviam 70% dos lobos anteriores. No nono e décimo dias apos a
inoculacdo, as lesdes eram similares, porém, evidenciavam-se areas de
pneumonia fibrinosa, confinadas por capsula fibrosa, e nédulos bem definidos.

Para ALLAN et al. (1985a), a reacao inflamatoria aguda, avaliada as 48
e 72 horas ap0s a infeccdo experimental de bezerros com M. haemolytica Al,
foi semelhante na aparéncia, intensidade (grave) e distribuicao, atingindo cerca
de 70% dos lobos pulmonares anteriores. As lesdes observadas no sexto dia
foram similares aquelas de 48 e 72 horas, porém, um pouco mais firmes e

nodulares. No nono e 10° dias, a consolidacdo pulmonar manteve-se restrita a
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mesma darea, apesar da existéncia de uma reacdo nodular mais evidente,
acometendo uma maior proporcéo do tecido lesado.

As lesbes tipicas da MPB foram reproduzidas experimentalmente em
bezerros mediante técnicas de inoculacdo intrapulmonar transtoracica
(PANCIERA & CORSTVET, 1984), intratraqueal (ALLAN et al., 1985a; AMES et
al., 1985) ou intrabronquial (VESTWEBER et al., 1990a; WEISS et al., 1991).

Quando se utilizam procedimentos em que o0s organismos de M.
haemolytica Al sdo depositados diretamente nos pulmdes, os fatores que
causam estresses fisicos ou infecciosos, que tém a funcdo de suprimir os
mecanismos de defesa das VAAs, ndo se fazem mais necessarios, o que torna
estas técnicas mais vantajosas e Uteis em pesquisas sobre a MPB (WILKIE et
al., 1980; VESTWEBER et al., 1990a). Assim, a suscetibilidade e a resisténcia
ao desafio sdo diretamente dependentes da concentracdo e patogenicidade
dos inoculos de M. haemolytica Al e da relacdo entre fatores de
suscetibilidade/resisténcia dentro dos proprios pulmdes (PANCIERA &
CORSTVET, 1984).

Devem ser infundidas, no minimo, 5 x 10° unidades formadoras de
colonia - UFC de M. haemolytica A1 em fase de crescimento logaritmico para
que se possa reproduzir eficazmente a MPB (SHOO, 1989; GONZALEZ &
MAHESWARAN, 1993).

Em todas as concentragdes, 5 x 10’, 5 x 10® e 5 x 10° UFCs de
M.haemolytica Al, os in6culos em fase de crescimento logaritmico produziram

sinais clinicos, alteracbes hematoldgicas e lesbes pulmonares mais graves que
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0s correspondentes cultivos em fase estacionaria. Os efeitos foram tanto mais
graves, quando mais concentrados eram os inoculos (AMES et al, 1985).

Além da viruléncia prépria de cada cepa de M. haemolytica Al, a idade
do cultivo bacteriano e as técnicas de cultivo podem provocar variacbes na
patogenicidade da cepa in vivo. Na fase de crescimento logaritmico, que se
estende dos primeiros 30 minutos a quinta ou sexta horas de incubacao, os
indculos possuem concentracbes mais elevadas de LKT, enquanto na fase
estacionaria, que geralmente se inicia ap0s a sexta hora, a concentracdo de
LPS aumenta. O in6culo produzido em caldo ICC é mais rico em LKT e LPS do
que aqueles que utilizaram o meio de cultivo de células RPMI (SHEWEN &
WILKIE, 1985).

Na literatura consultada, percebe-se grande variacdo na metodologia de
producao dos inoculos de M. haemolytica Al para indu¢cdo da MPB, sobretudo
em relacdo a: meios de cultivos e suplementacdo de nutrientes; temperatura,
tempo de incubacdo, ambiente e velocidade de agitacdo do inOGculo durante o
cultivo; numero de colbénias de M. haemolytica Al inicialmente utilizado;
densidade Optica e comprimento de onda utilizados para determinar o volume e
a concentracao final do inéculo, e quantidade e tipo de liquido inerte infundido
apos o inoculo, sem considerar as diferentes cepas utilizadas. Na Tabela 1, faz-

se uma sintese das diferencas mais importantes.
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Segundo FEITOSA (2004), as faixas de variacdo de referéncia da
temperatura corporal (T°C) e da frequéncia cardiaca (FC) de bezerros jovens
sao iguais a, respectivamente, 38,5 a 39,5 °C e 70 a 100 bpm, enquanto que
GONCALVES (2004) citou 24 a 36 mpm como referéncia para a frequéncia
respiratoria (FR). Para DIRKSEN et al. (1993) estas faixas seriam de 38,5 a
39,5°C, 30 a45 mpm e 90 a 110 bpm.

THOMAS et al. (1977), elaboraram um método de calculo de escores de
gravidade para as doencas respiratérias de bovinos utilizando parametros
clinicos e hematoldgicos. Quando o escore foi menor que 30, a doenca foi
classificada como subclinica; se entre 30 a 50, a doenca era leve; quando entre
51 a 100, a doenca era moderada; e acima de 100, a doenca respiratéria era
considerada grave.

VESTWEBER et al. (1990a), classificaram a gravidade da MPB
experimental, de acordo com os sinais clinicos apresentados pelos bezerros,
em seis niveis de intensidade: zero, animal normal; um, animal deprimido, com
apetite normal, sem febre e com as freqUéncias cardiaca e respiratoria
elevadas; dois, animal apresentando os mesmos sinais do escore um, porém,
com inapeténcia; trés, o animal esta deprimido, inapetente, com febre,
tossindo, com as frequiéncias cardiaca e respiratéria elevadas e € capaz de se
levantar sozinho; quatro, o animal estd como aquele do escore trés, mas €
incapaz de se levantar sozinho; cinco, animal com inapeténcia, depressao
grave, dificuldade respiratéria e ndo é capaz de se levantar sozinho, porém,

nao apresenta febre; seis, morte.
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BALMER et al. (1997), elaboraram um sistema de indice de pontuacéo
para os sinais clinicos observados em bovinos com doenca respiratoria. Cada
sinal clinico recebeu um peso numeérico, os quais foram somados e, entéo,
divididos pela pontuacdo total do escore, obtendo-se um escore clinico por
animal, por exame. Segundo, os autores, o sinal clinico objetivo temperatura
corporal interna deveria receber o dobro da pontuacédo de critérios clinicos
subjetivos, como comportamento e apetite, 0s quais, por sua vez, receberiam o
dobro do peso de critérios clinicos subjetivos menos importantes, como tipo de
respiracdo, tosse e secrecdo nasal. O critério clinico objetivo frequéncia
respiratoria deveria receber um peso intermediario entre a temperatura retal e o
comportamento ou apetite, pois este seria, supostamente, mais sensivel as
influéncias da manipulacdo que a temperatura retal.

AMES et al. (1985), elaboraram um sistema de escore para graduar a
intensidade da MPB experimental em bezerros com base nos ruidos
pulmonares e no comportamento dos animais, sendo: um, ruidos respiratérios
normais; dois, ruidos respiratorios aumentados; trés, crepitacbes umidas; e
quatro, crepitacbes Umidas fortes; para comportamento, o escore um foi
atribuido ao bezerro normal e o escore quatro aquele moribundo.

Na Tabela 2, sdo relacionados valores de TC, FR e FC obtidos em
bezerros holandeses com MPB experimental, avaliada as 10, 12 e 24 horas
apos a inoculacdo, mostrando-se a existéncia ou ndo de diferencas
significativas em relacdo aos valores basais ou entre os momentos pos-

inoculacgéo.
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Tabela 2. Valores médios absolutos da Temperatura Corporal (T °C), Frequéncia
Respiratéria (FR) e Frequéncia Cardiaca (FC) de bezerros sadios antes, variacao
basal, e em diferentes momentos do curso da Manheimiose Pneumodnica Bovina
experimental, ordenados conforme o ano de publicacéo.

AUTOR 1 o FR FC
(ES) CEPA UFCs ANIMAIS TEMPO T (°C) (mpml) (bpmz)
39,1+ 26,50+
Oh 0.4 7.2 -
Le 389+ 67,67+ i
. Holandeses (12 (n=6) 33‘27+ 3§%’§+
DESMECHT LPB 1,18 x 10 machos, com 7-]:4 Oh 0',7— %’4 - _
ot al. 1996 1419 + . dias), avallad(?s as M P 376+ 68.00
N 0,2x 10 10 horas apo6s a D = J -
inoculacao (n =3) 2,3 +13,0
oh 39,3+ 29,7+ )
0,5 11,0
G° 37,1+ 1557+ )
n= ) )
(n=3) 0,1 3,1
39,10 29,90 +
Holandeses (4 Oh +015 999 -
machos, com 28 a -7 ’
35 dias de vida) 12h 39,80 5331z -
BUREAUX i 6.2 x 10° +0,13 5,90
etal., 1998 ' 39,10 46,10 =
Holandeses (4 Oh £009 799 -
machos, com 28 a - ’
35 dias de vida) 12 h 39,90 61,96 +
+0,20 8,27
oh 379+ 476 £ 69,1+
0,51 6,8 8,7
394+ 50,4 + 96,7 +
FAGLIARI, o Holandeses 12h 0,61 * 5,6 12,8
12296 5x10 (sete machos,
2003 14 a 30 dias) oh 38,1+ 44,8 + 75,6 =
0,49 6,0 10,7
39,8+ 545+ 124,1 =
24h 0,57 711 20,9

"Tempo de afericio dos parametros vitais em relacdo ao momento de inoculacdo da M. haemolytica A1, sendo os
tempos de zero hora considerados como momento controle; *, Resultados em negrito indicam diferencas significativas
(P < 0,05) em relagdo aos respectivos momentos-controle. ', Resultados em itdlico indicam diferengas entre os
momentos pés-inoculagéo (P < 0,05); * L, doenca leve; ®M, doenca moderada; ¢, G, doenca grave.

A MPB natural é caracterizada clinicamente por depressdo, febre e
outros sinais de sepse, como hiperemia das mucosas e ejecdo dos vasos da
esclera, e uma distribuicdo cranio-ventral de ruidos pulmonares anormais
(SMITH, 2001).

A inducédo da resposta de fase aguda sistémica € uma das a¢Bes mais

importantes do FNT-a na inflamagéo induzida pela M. haemolytica Al. Esta

inclui febre, perda do apetite, neutrofilia e, particularmente, os efeitos
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hemodinamicos do choque séptico, como hipotensao, reducdo da resisténcia
vascular periférica e aumento da freqtiéncia cardiaca (KEISS et al., 1964).

Na MPB natural, os efeitos gerais da endotoxina, incluindo a morte,
podem ser esperados devido ao grande numero de organismos de M.
haemolytica A1 que sdo encontrados nos pulmdes pneumonicos. Os sinais
clinicos desta doenca, excluindo a hipoxia e a dispnéia, que resultam da perda
de funcionalidade de uma grande porcentagem do parénquima pulmonar,
podem ser explicados pela endotoxemia (LILLIE, 1974).

A endotoxina da E. coli pode agir sistemicamente, produzindo febre,
sudorese e fraqueza muscular. O efeito pirogénico das endotoxinas se deve a
acdo direta sobre a circulacdo do hipotalamo, resultando em circulacéo
sistémica lenta e reducéo da radiacdo de calor. Em altas doses, a endotoxina
pode produzir coma e morte rapidas, devido ao colapso circulatorio agudo e a
hipertensdo pulmonar (REECE & WAHLSTROM, 1974; REECES et al., 1973;
RHOADES et al.,, 1967). A leséo terminal da MPB é uma broncopneumonia
fibrinosa aguda, com curso de apenas dois a quatro dias, e o Obito ocorre
devido a hipoxemia e a toxemia (RADOSTITS et al., 2000).

A intensidade das manifestacdes clinicas da endotoxemia experimental
induzida pelo lipopolissacarideo da E. coli foram dependentes das doses de
endotoxina utilizadas e se caracterizaram: hipertermia transitéria seguida por
hipotermia, taquipnéia, taquicardia com arritmia e morte num periodo de trés a
15 horas apo6s a infusdo da toxina (TENNANT et al., 1973; CULLOR, 1992;

BENESI et al., 1993).
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As 10 horas ap6s a inoculacdo de M. haemolytica Al, observou-se
angustia respiratéria grave em bezerros gnotobioticos e um pouco menos grave
em bezerros convencionais, provavelmente devido a baixa resisténcia
imunologica e possivel desenvolvimento de septicemia e toxemia,
especialmente nos bezerros gnotobioticos (VESTWEBER et al, 1990b). As 72
horas apods a inducdo da MPB, os bezerros ja estavam mais alertas, a tosse foi
infreqUente, mas ruidos pulmonares anormais foram auscultados e observou-
se uma secrecdo nasal purulenta bilateral discreta (VESTWEBER et al.,
1990a).

Todos bezerros apresentaram aumento da frequéncia e do esforgo
respiratorio duas horas apés inducdo da MPB experimental. Varios animais se
mantiveram em decubito entre quatro a seis horas, com angustia respiratoria
grave e sons pulmonares anormais, incluindo ruidos respiratérios asperos e
crepitacdo umida. Tosse Umida foi ocasionalmente observada (FRIEND et al.,
1977).

Segundo PANCIERA & CORSTVET (1984), a maioria dos bezerros com
MPB experimental apresenta depressao grave e apetite reduzido entre cinco a
oito horas apo0s a injecéo de desafio. Um nimero pequeno de bezerros, do total
de 23, apresentou secrecdo nasal mucoide, transparente ou turva, em
quantidades excessivas, tossiu ocasionalmente e, a respiracao, exibiu sinais
indicativos de dor, como roncos expiratéorios. As 48 horas apos a inducéo da
MPB, os sinais clinicos se estabilizaram ou diminuiram.

FAGLIARI (2003), avaliou clinicamente a MPB as quatro, seis, 12 e 24

horas apods a inoculagcdo, mencionando presenca de apatia, congestdo das
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membranas mucosas, respiracdo predominantemente abdominal, alteracGes
dos ruidos respiratérios, com predominio de crepitacdo, e arritmia. A
diminuicdo da PaO, e o aumento da PaCO, sugerem inadequada ventilacdo
pulmonar.

As lesdes pulmonares intersticiais, como edema ou infiltrado celular,
prejudicam as trocas gasosas e dificultam a expanséo dos pulmdes, podendo
romper o equilibrio ventilacéo-perfusdo (WEEKLEY et al., 1998a). As 12 horas
apos a exposicdo a M. haemolytica Al, os bezerros apresentaram lesdes
pulmonares muito intensas, havendo diminuicdo da excrecdo de CO; e,
conseqguentemente, aumento da PaCO, (SLOCOMBE et al., 1984a).

As secrecdes nasais serosas e mucosas sao respostas inespecificas da
mucosa nasal a irritacdo e uma secrecado nasal purulenta indica graus variaveis
de inflamacédo supurativa em qualquer localizacdo do trato respiratorio. Na
MPB, este tipo de secrecdo € comum, mas ndo necessariamente se origina da
lesédo pulmonar, podendo ser atribuido a infeccdo bacteriana secundaria das
cavidades nasais (RADOSTITS et al., 2002).

A tosse tem como objetivo remover o excesso de muco, residuo
inflamatorio ou material estranho situado distalmente a laringe e, em geral,
indica doenca pulmonar (RADOSTITIS et al., 2000; RADOSTITS et al., 2002).
A tosse seca e superficial geralmente indica inflamag¢do nas VAAs, como
faringite, laringite ou, até mesmo, traqueites. A tosse produtiva esta relacionada
ao aumento de exsudato dentro das vias aéreas pulmonares, como nas
broncopneumonias, pois a movimentacdo de liquidos nas vias aéreas, com a

respiracdo, € um estimulo para a tosse GONCALVES (2004).
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A dor decorrente da pleurite € observada apenas nos estagios iniciais da
MPB aguda, devido ao atrito das pleuras inflamadas, diminuindo a medida que
o exsudato inflamatério e a fibrina preenchem o espaco pleural. Clinicamente, a
dor é evidenciada por respiracfes rapidas e superficiais. Na MPB natural, o
animal pode abduzir os cotovelos quando em estacdo e a auscultacédo
pulmonar de animais com pleurite pode revelar roce pleural e ruidos
pulmonares abafados, em virtude da presenca de efusdo pleural, mas a
auséncia de atrito de roce pleural ndo exclui a possibilidade de pleurite
(WEEKLEY et al., 1998b). Em geral, a movimentacdo dos folhetos pleurais
inflamados em bovinos ndo produz roce pleural, pois a presenca de exsudato
na cavidade toracica reduz o rocar ou, caso ocorram aderéncias, este sera
impedido (DIRKSEN et al., 1993).

Quando estéo sentindo dor por causa da pleurite, a respiracdo se torna
rapida e superficial e o volume corrente € reduzido, com conseqlente
diminuicdo da ventilacdo das aéreas de troca gasosa. Isso poderia causar
disturbios metabdlicos como a acidose respiratdria e, entdo, 0os bovinos com
MPB passariam a apresentar movimentos respiratérios mais profundos,
principalmente os abdominais, com restricdo da movimentacdo da parede
toracica (WEEKLEY et al., 1998b).

Bezerros com MPB experimental apresentaram pirexia e hiperpnéia as
48 horas apos a inducédo da doenca (ALLAN et al., 1985a). A hiperpnéia € um
aumento anormal da frequiéncia e profundidade dos movimentos respiratorios,
mas nao a ponto de tornar a respiracao laboriosa (RADOSTITS et al., 2000), e

esta relacionada, principalmente, aos processos que dificultam a expanséo
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pulmonar GONCALVES (2004). A dispnéia, definida como uma respiracao
dificil ou laboriosa, se caracteriza por excursdes excessivas e Obvias das
paredes toracicas e abdominais, observadas durante as inspiracbes e/ou
expiracdes (RADOSTITS et al., 2002).

A dispnéia inspiratéria estad relacionada a diminuicdo do limen das
VAAs, doencas que restringem a insuflacdo pulmonar ou lesGes expansivas
que reduzem o volume toracico e limitam a expanséo pulmonar, como efuséo
pleural, de modo que a entrada de ar é dificultada (RADOSTITS et al., 2002;
GONCALVES, 2004). A dispnéia expiratéria ocorre em processos que
diminuem a elasticidade de retorno pulmonar ou provocam obstrucbes das
pequenas vias aéreas, dificultando a saida do ar (GONCALVES, 2004). Nos
casos graves de MPB, ou naqueles com alguns dias de duracao, a dispnéia é
intensa, comumente acompanhada de um ronco expiratério (RADOSTITS et
al., 2000).

No edema pulmonar, a dispnéia é mista, pois a presenca de liquido no
intersticio dificulta a expansao pulmonar e, conseqlentemente, a entrada de ar
(dispnéia inspiratoria), enquanto que a entrada de liquido no interior dos
bronquiolos dificulta a saida de ar dos alvéolos (dispnéia expiratoria).
Entretanto, a dispnéia inspiratoria predomina, devido a maior dificuldade de
trocas gasosas e a grande hipoxia resultante (GONCALVES, 2004).

Nas broncopneumonias, a dispnéia é do tipo mista, pois existe
dificuldade de expansdo pulmonar decorrente da congestdo provocada pela

inflamacédo, causando dispnéia inspiratéria, e entrada de exsudato nos
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brénquios e bronquiolos, o que determina dificuldade na expiracéo, levando a
dispnéia expiratoria (GONCALVES, 2004).

Um caso tipico de MPB natural revela febre de 40 a 41°C, corrimento
nasal bilateral mucopurulento, tosse, graus variados de hiperpnéia e dispnéia,
bem como evidéncias de broncopneumonia (RADOSTITS et al., 2000)

Atualmente, considera-se a existéncia de trés ruidos respiratorios
normais, 0s quais sdo auscultados desde a laringe aos campos pulmonares
toracicos. O primeiro é o ruido laringotraqueal (RLT), um ruido bastante forte e
aspero que é provocado pela vibracdo das paredes da laringe e traquéia,
sendo auscultado na regido da traquéia cervical, tanto na inspiracdo quanto na
expiracdo. O segundo, chamado ruido traqueobrdonquico (RTB), € um ruido
rude, mais baixo e mais grave que o RLT ouvido no terco anterior do torax,
principalmente na expiracdo, em decorréncia da passagem de ar pelos grandes
brénquios e porcéo final da traquéia, com vibracdo de suas paredes. O ultimo,
ruido bronco-bronquiolar (RBB), € um ruido suave ouvido nos dois tergos finais
do térax durante a inspiracédo, sendo provocado pela vibragdo das paredes dos
pequenos brénquios (DIRKSEN et al., 1993; GONCALVES, 2004).

A auscultagdo, o aumento da audibilidade dos ruidos respiratdrios
normais sobre os campos pulmonares esta associado a: (a) a maior producao
destes ruidos em funcdo do aumento da frequéncia ou da profundidade das
respiracdes, como ocorre na febre, acidose e doenca pulmonar; (b) a facilitacao
da transmissdo dos ruidos normais a parede toracica em decorréncia do
aumento da densidade do tecido pulmonar por acumulo de liquido no

intersticio, como ocorrem na congestdo e edema pulmonares da fase aguda
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das pneumonias, no colapso ou preenchimento dos alvéolos por exsudato,
respectivamente, atelectasia e consolidacdo pulmonar, desde que a luz dos
brénquios permaneca aberta (RADOSTITS et al., 2000; RADOSTITS et al.,
2002; GONCALVES, 2004). Os ruidos respiratérios normais também podem
estar aumentados na hipertrofia vicariante ou compensadora das areas
normais, quando ha consolidacdo pulmonar em areas vizinhas aquelas que
estdo sendo auscultadas (GONCALVES, 2004).

A diminuicdo dos ruidos respiratérios normais a auscultacdo pulmonar
se deve a diminuicdo da velocidade de penetracdo do ar nas vias respiratorias,
seja por obstrucdes ou por diminuicdo da atividade respiratoria, e ao aumento
da reflexdo dos ruidos, como ocorre na efusdo pleural. Nas afec¢cdes dolorosas
do torax, que levam a respiracado superficial, e nas aderéncias pulmonares
extensas o0s ruidos também estdo diminuidos (RADOSTITS et al., 2000;
RADOSTITS et al., 2002; GONCALVES, 2004).

A auséncia de ruidos respiratorios normais a auscultacdo dos pulmdes,
conhecida como siléncio respiratério, ocorre devido a obstrucdo completa do
transito de ar nas vias respiratorias, quando o limen brénquico esta preenchido
por exsudato, ou devido a reflexdo total dos ruidos, como nas efusdes pleurais
volumosas (RADOSTITS et al., 2000; RADOSTITS et al., 2002).

A crepitacdo pulmonar grossa significa, clinicamente, quantidades
expressivas de liquido inflamatério ou ndo dentro dos brénquios, que, com a
passagem do ar, se deslocam, formando ondas suficientes para obstruir os
brénquios. Sao auscultadas nos casos de broncopneumonia e edema pulmonar

(GONCALVES, 2004), e, muitas vezes, sdo mais caracteristicas na parte
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ventral do pulméo, pois a obstrucdo broénquica provocada pela presenca de
liquido é agravada pela gravidade (DIRKSEN et al., 1993).

Os sibilos pulmonares sdo manifestacdes sonoras semelhantes a
assobios, que, se auscultados no final da inspiracéo, indicam estreitamento das
vias aéreas causadas pela deposicao e aderéncia de secre¢ao viscosa, como
ocorre na bronquite ou bronquiolite, ou densificacdes restritivas do tecido
pulmonar (DIRKSEN et al., 1993; GONCALVES, 2004).

As crepitacOes e sibilos traqueais sdo provocados pelo acumulo de
muco na luz da traquéia (RADOSTITS et al., 2002).

A inspiracdo interrompida sdo pequenas interrup¢cdes na inspiracao.
Quando ocorrem com a parede toracica movimentando-se de uma Unica vez, é
indicacdo de obstrucdo sequencial de bronquiolos, com liquido em quantidade
e viscosidade suficientes para provocar a crepitacdo grossa. Se for auscultada
com o toérax se movimentado em dois tempos, € sugestivo de dor a inspiracéo,
devido a pleuris ou excitacéo psiquica dos animais (GONCALVES, 2004).

Nas fases iniciais dos casos tipicos de MPB natural, ruidos respiratorios
altos sédo audiveis nas porc¢des anterior e ventral dos pulmdes, principalmente
do pulmédo direito, geralmente equivalendo as porcdes ventrais dos lobos
apicais e do médio. A medida que a doenca evolui, acometendo regides
pulmonares mais extensas, esses ruidos se tornam mais altos e sao
auscultados em areas mais amplas e a natureza exsudativa da lesdo provoca
crepitacdes audiveis. Os atritos de friccdo pleural podem ser audiveis, embora
sua auséncia nao exclua a presenca de pleurite aderente extensa

(RADOSTITS et al., 2000).
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A percusséo toracica, a variacdo do som pulmonar de claro para sub-
maci¢co a macico é indicativo de areas de compressao pulmonar por abscessos
toracicos, atelectasia ou preenchimento dos espacos intersticiais por liquido
infamatério ou ndo, como no edema pulmonar e nas pneumonias
(GONCALVES, 2004).

FAGLIARI et al. (1998), encontraram as seguintes faixas de variacao de
referéncia (média *= desvio padrdo) para o hemograma de bezerros
holandeses, sadios, machos, com 30 dias de idade: 7,42 + 1,12 x 10%ul de
hemacias; 11,60 + 2,06 g/dl de hemoglobina; 38,35 + 3,43 % de volume
globular; 10,29 + 1,98 x 10% pl de leucécitos; 3,62 + 0,71 x 10%/ul de neutréfilos
totais; 5,88 + 1,26 x 10%ul de linfécitos; 0,46 + 0,21 (x 10°/ul) eosindfilos; e 0,34
+ 0,16 (x 10*/ul) mondcitos.

JAIN (1986), citaram as seguintes faixas de referéncia, em valores
absolutos, para o hemograma de bovinos: 5,0 a 10,0 x 10°/ul de hemécias; 8,0
a 15,0 g/dl de hemoglobina; 24 a 36% de volume globular; 4.000 a 12.000/ul de
leucécitos; 0 a 120 neutrofilos bastonetes/ul; 600 a 4.000 neutréfilos
segmentados/ul; 2.500 a 7.500 linfécitos/ul; 25 a 850 mondcitos/ul; 0 a 2.400
eosinofilos/ul; 0 a 200 basdfilos/pl.

Nas doencas infecciosas, as alteracdes do hemograma dos bovinos
devem ser avaliadas a luz de fatores como idade, raca, estado nutricional e
praticas de manejo as quais 0s animais sdo submetidos, assim como de
caracteristicas dos provaveis agentes infecciosos envolvidos (FELDMAN et al.,

2000).
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Nas primeiras trés horas apds a inoculacdo intratraqueal de M.
haemolytica A1 em bezerros, ocorreu um sequestro de neutréfilos sanguineos
no pulmao, causando neutropenia e, consequentemente, leucopenia
(SLOCOMBE et al., 1984a; SLOCOMBE et al., 1985). Um dia apés a
inoculacéo, observou-se leucocitose com significativa neutrofilia, indicando um
macico influxo de neutrofilos na corrente sanguinea apds a neutropenia inicial
(LINDEN et al., 1995).

Segundo THOMSON et al. (1975), a eosinopenia foi a Unica alteracéo
consistente no leucograma de animais com MPB natural nos sete primeiros
dias da doenca e, provavelmente, se deveu a maiores elevacdes nos niveis de
esterdides circulantes nos animais doentes por causa de niveis de estresse
mais intensos.

Na literatura consultada, ndo ha estudos descrevendo e comparando as
alteracbes do hemograma de bezerros da raca holandesa, com cerca de 30
dias de idade, em todos os momentos do curso da MPB experimental avaliados
neste estudo, 12, 24, 48 e 72 horas. A Tabela 3 compila os resultados de
trabalhos que avaliaram e compararam alguns dos momentos pés-inoculagéo

avaliados neste experimento.
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As variacdes do hemograma em bezerros com endotoxemia evidenciam
leucopenia, por neutropenia e linfopenia absolutas, seguidas, em animais
sobreviventes, por leucocitose por neutrofilia com desvio a esquerda
(TENNANT et al., 1973; BENESI et al., 1993).

A contagem total de leucdcitos tendeu a alcancar os valores mais
elevados entre nove e 18 horas apds a inducdo da MPB experimental em 24
bezerros de dois a quatro meses de idade e de diferentes racas (FRIEND et al.,
1977). A contagem de neutrofilos de bezerros mesticos Hereford-Brahman
inoculados com M. haemolytica Al alcancou os valores mais elevados as 24
horas ap0s a inoculagéo, retornando aos valores normais entre 48 e 72 horas

apos a inducdo da MPB (McBRIDE et al., 1992).
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3. OBJETIVOS

Um modelo experimental de Manheimiose Pneumonica Bovina (MPB) foi

utilizado neste trabalho com objetivo de:

1. Avaliar os sinais clinicos decorrentes da MPB as 12, 24, 48 e 72

horas do curso da doenga;

2. Avaliar as alteracdes do hemograma provocadas pela MPB as 12, 24,

48 e 72 horas do curso da doenga;

3. Avaliar a flora bacteriana das cavidades nasal e nasofaringeana dos

bezerros antes e as 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a indugdo da MPB.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 ANIMAIS

Utilizaram-se 28 bezerros da raca Holandesa, machos, com trés a
sete dias de idade, oriundos de fazendas de producao de leite da regido de
Botucatu/SP.

Os bezerros foram alojados num bezerreiro situado no HV-
FMVZ/UNESP, que dispunha de dois conjuntos de trés baias, um de frente
para o outro. A metade inferior das paredes externas do bezerreiro era de
alvenaria e, na metade superior, utilizaram-se vedacdes com tela de malha
fina e aberturas na parede para permitir adequada renovagao e circulacao
do ar dentro do bezerreiro.

Cada bezerro do lote experimental foi alojado individualmente, na
mesma baia, durante todo experimento. Os animais receberam,
diariamente, 10% de seu peso vivo em leite, fornecidos em duas mamadas,
as 8 e as 18 horas. Também receberam &gua fresca, concentrado

comercial e feno ad libitum, oferecidos todos os dias. Até o dia anterior a
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inoculacédo, desde que ndo estivesse chovendo, os animais eram soltos,
logo apos o aleitamento da manha, num piquete de grama-estrela contiguo

ao bezerreiro. Antes do aleitamento da tarde, os bezerros eram recolhidos

novamente as suas baias (Figura 1).

Figura 1. Visdo panoramica do bezerreiro e do piquete (1); Detalhes do conjunto de trés
baias, da tela e das aberturas na metade superior das paredes externas do bezerreiro (2);

Divisérias de madeira para evitar o contado direto entre os bezerros (3).

As medidas de biosseguranca, os cuidados com as instalacdes e
animais e os procedimentos experimentais foram realizados segundo as
recomendacfes do Canadian Council on Animal Care (CCAC, 1980),
previamente aprovadas pela Camara de Etica em Experimentacdo Animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) - UNESP -

Botucatu.

4.1.2 LOTES E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram compostos sete lotes experimentais, L1 a L7, cada um com
quatro bezerros. Os quatro bezerros selecionados no mesmo periodo
(més/ano) para compor o lote experimental em questéo foram distribuidos,
aleatoriamente, entre os grupos experimentais, Gl a GIV. O grupo Gl
destinou-se a avaliagcdo da MPB as 12 horas ap0s a inducéo, o Gll as 24

horas, o Glll as 48 horas e o GIV as 72 horas.
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A formacéo de lotes experimentais com um bezerro de cada grupo
visou minimizar a interferéncia de fatores ambientais, como temperatura e
umidade relativa do ar, sobre o desenvolvimento e apresentacao clinica da
MPB induzida pela cepa D153 de M. haemolytica A1. Uma vez que cada
lote continha um bezerro de cada grupo experimental, Gl a GIV, todos os
grupos foram submetidos as mesmas condi¢gbes climaticas ao longo do

periodo experimental, que se estendeu de julho/2002 a abril/2003

4.1.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1.3.1 FASE DE ADAPTACAO

Durante um periodo preestabelecido de 27 dias, os bezerros do lote
experimental foram submetidos a exames fisicos diarios, segundo
DIRKSEN et al., (1993) e GONCALVES et al. (2001). As doencas mais
freqlentes nesta faixa etaria, como onfalites, diarréia e tristeza parasitaria,
foram diagnosticadas e tratadas em tempo habil, de modo que os animais
se apresentassem higidos no ultimo exame fisico realizado antes da fase

controle.

4.1.3.2 FASE CONTROLE

No 28° dia de permanéncia do lote no HV-FMVZ, os animais foram
submetidos a exames fisicos, colheita de sangue venoso para realizacédo do
hemograma e radiografias toracicas nas projecdes latero-lateral direita e

esquerda e dorso-ventral.
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Os resultados do exame fisico e hemograma desta fase foram
tomados como valores basais e utilizados na comparacdo com O0sS
resultados dos exames realizados as 12, 24, 48 e 72 horas apés a inducéo
da MPB, respectivamente, nos animais dos grupos Gl a GIV (fase
experimental - item 4.1.3.4).

Amostras das secrecfes nasais e nasofaringeanas também foram
colhidas, via swab, com o objetivo de caracterizar a flora bacteriana normal
das vias aéreas anteriores (VAAs) dos bezerros do experimento, conforme
exames microbioldgicos descritos no item 4.2.3.

Quando a auséncia de alteracbes do sistema respiratorio foi
confirmada pelo exame fisico e radiografias toracicas, a pesquisa evoluiu
normalmente, sem que se fizesse necessario substituir os animais por
outros livres de problemas respiratorios.

Habitualmente, o trabalho se iniciava com o bezerro do grupo Gl,
prosseguindo até finalizar com o animal de GIV. Todos os procedimentos

foram realizados entre 07 e 08 horas do 28° dia do experimento.

4.1.3.3 INOCULACAO

No 35° dia da chegada dos bezerros ao HV-FMVZ, o lote
experimental em questao foi inoculado com a cepa D153 de M. haemolytica
Al1' (Tabela 5). A inoculacdo dos bezerros seguiu a ordem dos grupos, de
Gl até GIV, e foi realizada sempre no mesmo horario (item 4.1.3.2).

Terminada a inoculacéo do lote, deu-se inicio a fase experimental.

! Cepa D153 de Mannheimia haemolytica Al, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Samuel K.
Maheswaran do Departamento de Patobiologia da Universidade de Minnesota, EUA.
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4.1.3.4 FASE EXPERIMENTAL

Os quatro bezerros do lote foram submetidos ao exame fisico e a
colheita de sangue para realizacdo do hemograma. No bezerro do Gl, estes
exames foram realizados entre 19 horas a 19 horas e 30 minutos do 35° dia
de sua chegada no HV-FMVZ e nos de Gll a GIV, respectivamente, no 36°,
37-° e 38° dias ap6s a alocagdo no HV-FMVZ, seguindo-se sempre a
mesma ordem e horario (item 4.1.3.2). Isso possibilitou o estabelecimento
de uma relacao temporal relativamente fixa entre 0 momento da inoculacéo
e a realizacado do exame fisico e do hemograma de, aproximadamente, 12,
24, 48 e 72 horas, respectivamente, para os bezerros de Gl a GIV.

Novas amostras das secrecfes nasais e nasofaringeanas dos
bezerros de cada lote experimental foram colhidas para caracterizar a flora
bacteriana das VAAs dos animais de cada grupo, Gl a GIV,
respectivamente, as 12, 24, 48 e 72 horas ap6s a inducdo da MPB. Os

exames microbioldgicos utilizados estdo descritos no item 4.2.3.

4.2 METODOS

Como métodos de diagnodstico antemortem da MPB induzida pela
cepa D153 de M. haemolytica Al, utilizaram-se o exame fisico, o0
hemograma e os cultivos das secrecfes nasais e nasofaringeanas colhidas

por swab. As técnicas empregadas sao descritas a seguir.
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4.2.1 EXAME FISICO

Os sinais clinicos apresentados pelos bezerros do experimento,
sobretudo aqueles indicativos de alteracdes do trato respiratorio provocadas
pela MPB, foram pesquisados as 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a inoculacéo
da cepa D153 de M. haemolytica Al, respectivamente, nos animais dos
grupos Gl a GIV. Utilizou-se protocolo de exame fisico baseado em
DIRKSEN et al. (1993) e critério clinico adotado por GONCALVES et al.
(2001). Os resultados obtidos foram registrados em fichas proprias (Anexos
1).

Neste experimento, os hemitéraces direito e esquerdo foram
divididos em quatro quadrantes por uma linha imaginéaria vertical tracada
junto a borda caudal da 52 costela e por outra, horizontal, tragcada na altura
da articulacdo escapulo-umeral (Anexos 1). Os quadrantes dos lados direito
e esquerdo foram identificados da seguinte forma: craniodorsal (QD1 e
QE1), caudodorsal (QD2 e QEZ2), cranioventral (QD3 e QE3) e caudoventral
(QD4 e QE4). Esta divisao foi realizada com o objetivo de estabelecer
relacbes entre as alteracdes percebidas ao exame fisico e as areas
anatdbmicas dos hemitoraces direito e esquerdo acometidas pela MPB
(Anexos 1).

Utilizaram-se, neste experimento, escores de intensidade iguais para
todos os sinais clinicos observados nos bezerros dos grupos Gl a GIV, os
quais variaram de zero a trés, sendo: (a) e0, escore zero, a auséncia do
sinal clinico; (b) el, escore um, a presenca do sinal clinico com intensidade

leve; (c) e2, escore dois, a presenca do sinal clinico com intensidade
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moderada; e (d) e3, escore trés, a presenca do sinal clinico com
intensidade grave. Para a FC e a FR, os escores e0, ou auséncia de
alteracdo, equivaleram as faixas de variagcdo normal para bezerros jovens
apresentadas, respectivamente, por FEITOSA (2004) e GONCALVES
(2004). No caso da TC, empregou-se a classificacdo de febre proposta por
DIRKSEN et al. (1993). Como nédo foram encontradas na literatura chaves
de classificacdo dos aumentos da FC e FR em leve, moderado e grave,
propuseram-se, neste trabalho, faixas de variacdo para os escores el a e3
que equivaleram, respectivamente, a soma de uma, duas ou trés vezes o
valor da diferenca entre os limites maximo e minimo da faixa de variacao
normal (escore e0) ao limite maximo da faixa de variacdo normal (Tabela 4).

Tabela 4. Faixas de variacdo dos escores de intensidade utilizados para
classificacdo da Temperatura corporal (TC) e das Frequéncias Cardiaca (FC) e
Respiratéria (FR) em normal (e0) ou de suas elevacdes, ap6s a inducdo da
Mannheimiose Pneumdnica Bovina pela cepa D153 da M. haemolytica Al nos
bezerros dos grupos Gl a GIV, nos niveis de intensidade leve (el), moderada (e2) e
grave (e3)

ESCORE *
el el e2 e3
MINIMO MAXIMO MINIMO MAXIMO MINIMO MAXIMO MINIMO MAXIMO

TC 38,5 39,5 39,6 40,0 40,1 41,0 41,1 42,0

SINAL
VITAL

(°C)

FC 70 100 101 130 131 160 161 190
(bpm)

FR 24 36 37 48 49 60 61 72
(mpm)

* Escore: e0, escore zero, sinal vital dentro da faixa de normalidade; el, escore um, sinal vital levemente
aumentado; e2, escore dois, sinal vital moderadamente aumentado; e3, escore trés, sinal vital gravemente
aumentado.

4.2.2 HEMOGRAMA
Apos a realizagdo do exame fisico, tomando-se os cuidados
necessarios para nao estressar os animais, uma amostra de 5 mL de

sangue total foi colhida, por venopuncdo da jugular a vacuo, em tubo de



Material e Métodos 68

ensaio contendo EDTA-potéssico. Realizou-se a contagem do numero total
de hemécias e de leucécitos e a determinacdo da concentracdo de
hemoglobina em contador de células eletrénico ?; a contagem diferencial
dos leucdcitos (100 células) em esfregacos corados pela técnica rapida de
Romanowsky % e a determinacdo do volume globular pelo método do
microhematoécrito  (JAIN, 1986). Estes exames foram executados no
Laboratério Clinico do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina

Veterinaria da UNESP - Botucatu.

4.2.3 EXAME MICROBIOLOGICO DAS VAAs

Amostras das secrec¢des nasais e nasofaringeanas dos bezerros de
cada lote experimental foram colhidas apos anti-sepsia das narinas com
alcool-iodado a 2%, por meio de swabs protegidos por sonda-guia (VIANA,
2003). O material colhido foi acondicionado em tubos de ensaio contendo
meio de transporte de Stuart e mantido sob refrigeracédo até o momento do
processamento microbiologico (Figura 2). Os exames microbiologicos
foram realizados no Laboratério de Diagnostico Microbiolégico de Moléstias
Infecciosas da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP -

Campus de Botucatu — SP.

2CC-510 - CELM ®
$PANOTICO - HEMATOLOG ©
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Figura 2. Material de colheita das secre¢Bes nasal e nasofaringeana (1). Procedimentos
de colheita da secrecdo nasofaringeana: (2) anti-sepsia da narina; (3) sonda-guia; (4)
introducdo da sonda-guia até a nasofaringe; (5) passagem do swab por dentro da sonda-
guia; (6) retirada do swab dentro da sonda guia, para protecéo; (7) acondicionamento do
swab em tubo contendo meio de transporte de Stuart.

As amostras das secrecdes nasais e nhasofaringeanas foram

submetidas aos seguintes exames bacterioldgicos:

1) Cultivo Direto: Realizaram-se semeaduras em: (a) placas de
agar-sangue contendo 5% de sangue bovino; (b) placas de agar-sangue
contendo 5% de sangue bovino e 6 pg de vancomicina * por mililitro de
agar, as quais foram utilizadas como meio seletivo para 0s géneros
Mannheimia e Pasteurella, por restringir o0 crescimento de outros
microrganismos, sobretudo Gram-positivos; (c) placas de agar de
McConkey, que, além de propiciar isolamentos bacterianos primarios,
permitiu a identificacéo, classificacdo e diferenciacdo entre M. haemolytica

e P. multocida, pois esta ultima espécie ndo cresce nesse meio de cultivo.

*VANCOMICINA CP - LILLY ©
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Estas placas foram incubadas em estufa, sob aerobiose, a 37°C, por 48
horas, sendo a multiplicacdo bacteriana observada a cada 24 horas

(CARTER & COLE JUNIOR, 1990), como mostra a Figura 3.

. i
Figura 3. Cepa de Mannheimia haemolytica A em agar-sague bovino (5%), apresentando
halos de B-hemdlise no entorno das colbnias (1), coldénias diminutas (+ 1mm) de M.
haemolytica A em agar de McConkey (2) e coldnias de Pasteurella multocida em agar-
sangue bovino (5%), sem B-hemdalise (3).

2) Provas de Triagem: As colonias isoladas de placas de agar-
sangue com vancomicina e suspeitas de pertencerem aos géneros
Mannheimia e Pasteurella foram submetidas a trés provas de triagem:
citocromo-oxidase, catalase e coloracdo de esfregacos pela técnica de
Gram. As cepas de ambas as espécies sdo positivas para citocromo-

oxidase e catalase e se apresentam como pequenos cocobacilos, Gram-

negativos (CARTER & COLE JUNIOR, 1990).

3) Provas Bioquimicas: As cepas de M. haemolytica e P. multocida
recuperadas das secrec¢des nasal e nasofaringeana foram submetidas as
seguintes provas bioquimicas: (a) fermentacdo dos acucares glicose,
lactose, maltose, sacarose, manitol, e, no caso das cepas de M.

haemolytica, de trealose e arabinose; (b) producdo de urease e indol; (c)
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reducdo da descarboxilase da ornitina; (d) presenca de mobilidade

(CARTER & COLE JUNIOR, 1990), como mostra a Figura 4.

000000000
BRIy RF e

EERRRRLT

Figura 4. Perfil bioquimico de uma cepa de Mannheimia haemolytica A: (1) Urease
negativa; (2) MIO - mobilidade, indol e ornitina dexcarboxilase — negativas; (3) maltose, (4)
glicose, (5) lactose, (6) sacarose, (7) manitol e (8) arabnose positivas e (9) trealose
negativa; (10) testemunha.

Nestas provas bioquimicas, as cepas de P. multocida diferenciam-se
daquelas de M. haemolytica por apresentarem provas de produc¢ao de indol
e de reducao da descarboxilase da ornitina positivas e de fermentagcéo de
maltose e glicose negativas (CARTER & COLE JUNIOR, 1990).

As cepas de Mannheimia haemolytica e Pasteurella multocida
isoladas das secrecdes nasais e nasofaringeanas dos bezerros dos grupos
Gl a GIV de cada lote experimental foram congeladas a -20°C, apés o
enriqguecimento em caldo de infusdo de cérebro-coracdo (ICC), a 37°C por
24 horas e adicdo de 20% de glicerina estéril a 87% (CARTER & COLE

JUNIOR, 1990).
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As bactérias da familia Enterobacteriaceae isoladas das secrecdes
nasais e nasofaringeanas dos bezerros dos lotes experimentais foram
identificadas e classificadas no Laboratério de Diagndéstico Microbiolégico
de Moléstias Infecciosas da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
— UNESP/Botucatu de acordo com técnicas microbiologicas de rotina

(CARTER & COLE JUNIOR, 1990).

4.2.4 INOCULACAO

4.2.4.1 PRODUCAO DO INOCULO DE Mannheimia haemolytica Al -
CEPA D153

Inicialmente, o conteudo liofilizado de um frasco-ampola da cepa
D153 de M. haemolytica Al foi reidratado com 1 mL de agua destilada
estéril, homogeneizado por meio de swab, inoculado em 3 mL de caldo de
ICC estéril e incubado sob aerobiose, a 37°C, por 24 horas.

Com o crescimento obtido no caldo de ICC, semearam-se trés placas
de agar-sangue com 5% de sangue bovino e trés placas de agar-sangue
com 5% de sangue bovino e 6 pug de vancomicina por mililitro de &gar
(FIGUEIREDO, 1997). A pureza da cepa D153 de M. haemolytica Al foi
comprovada pelas caracteristicas morfo-tintoriais das col6nias isoladas
presentes nas placas de agar-sangue, pela sua multiplicacdo no agar de
McConkey e pelos resultados das provas de triagem e bioquimicas

(CARTER & COLE JUNIOR, 1990), conforme descri¢do no item 4.2.3.
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Todas as colbnias isoladas de M. haemolytica A1 presentes nas trés
placas de agar-sangue com vancomicina foram recuperadas e inoculadas
em 70 mL de caldo de ICC, estéril, o qual foi incubado em aerobiose, a
37°C, sob agitacdo constante de 150 ciclos/minuto °, durante quatro horas.
Este enriqguecimento em caldo de ICC foi dividido em 20 aliquotas de 3 mL.
As aliquotas foram acondicionadas em tubo de ensaio com tampa de rosca

contendo glicerina P.A. a 87%, estéril, na proporcdo de 20% do volume, e,
posteriormente, congeladas a -70°C (MAHESWARAN, 2001)T, até o

momento da producédo do indculo a ser utilizado em cada um dos sete lotes

experimentais, L1 a L7.

Os in6culos utilizados em cada um dos sete lotes experimentais, L1 a

L7, foram produzidos durante seis dias consecutivos, empregando-se

protocolo adotado por MAHESWARAN (2001), com modificacdes propostas

por CUNHA (2002) ', conforme descricéo e fluxograma (Figura 5) a seguir.

e Primeiro Dia: Uma aliquota de 3 mL da cepa D153 de M. haemolytica
Al, que havia sido acondicionada a -70°C, foi descongelada a
temperatura ambiente, as 24 horas. A seguir, dois tubos de ensaio
estéreis, “A e B”, contendo 5 mL de caldo de ICC foram inoculados com
metade do volume desta aliquota (+ 1,5 mL) e incubados sob condi¢fes

de aerobiose, a 37°C, por 24 horas.

> ORBITAL SHAKER - FORMA SCIENTIFIC ©
MAHESWARAN, S.K.. Help in research with Mannheimia haemolytica Al. Comunicacao
pessoal, 2001.

f CUNHA, M.L.R.S. Auxilio no cultivo de Mannheimia haemolytica Al. Comunicacao pessoal, 2001
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Segundo Dia: As 24 horas, duas placas de agar-sangue com 5% de
sangue bovino e duas de agar-sangue com 5% de sangue bovino e 6 ug
de vancomicina, por mililitro de agar, foram semeadas com cada um dos
cultivos da cepa D153 em caldo de ICC, “A” e “B”, as quais foram
incubadas em aerobiose, a 37°C, por 24 horas.

Terceiro Dia: A pureza dos cultivos da cepa D153 nas placas de agar-
sangue e agar-sangue vancomicina de ambos os inéculos, “A” e “B”, foi
comprovada pelas caracteristicas morfo-tintoriais, crescimento em agar
de McConkey, provas de triagem e provas bioquimicas de colbnias
isoladas da M. haemolytica A1, como descrito no item 4.2.3 (CARTER &
COLE JUNIOR, 1990). Todas as colénias isoladas obtidas de uma placa
de &gar-sangue com vancomicina de cada um dos in6culos, “A” e “B”,
foram semeadas, as 24 horas, em outros dois tubos, “A” e “B”, contendo
5 mL de caldo de ICC estéril, os quais foram incubados sob condi¢des
de aerobiose, a 37°C, por 24 horas.

Quarto Dia: As 24 horas, semearam-se seis placas de agar-sangue e
seis placas de agar-sangue e vancomicina com o caldo de ICC dos
in6culos “A” e “B” da cepa D153 oriundos da etapa anterior, as quais
foram incubadas sob aerobiose, a 37°C, por 24 horas.

Quinto Dia: A pureza da cepa D153 de M. haemolytica Al foi
comprovada as 24 horas, trabalhando-se com colbnias isoladas obtidas
das placas de agar-sangue com vancomicina dos inoculos “A” e “B” da

etapa anterior da mesma forma como se procedeu no terceiro dia.
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Sexto Dia: Entre 01 hora e 01 hora e 30 minutos, dois frascos contendo
100 mL de caldo de ICC estéril e pré-aquecido a 37°C, sendo um para o
in6culo “A” e outro para o “B”, foram inoculados com o méximo de
coldénias isoladas obtidas das trés placas de agar-sangue com
vancomicina em que o crescimento da cepa D153 de M. haemolytica Al
foi puro e exuberante. Neste momento, os frascos de caldo de ICC dos
inoculos “A” e “B” foram incubados em aerobiose, a 37°C, sob agitacao

constante de 150 ciclos/minuto, durante sete horas.
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Frasco-ampola da
cepa D153 liofilizada
v
3 mL de caldo ICC

l— (37°C+, 24h) —l

Agar-sangue (5%) Agar Agar-sangue (5%) + 6
(37°C, 24h) McConkey pug/mL vancomicina
| (37°C. 24h)

v v v
Provas _Provas Col6nias isoladas + 70
de Bioquimicas mL caldo ICC (37°C, 150

Triagem ciclos/min, 4h)
v
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Figura 5. Fluxograma de producdo do inéculo de M. haemolytica Al, cepa
D153.
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Na primeira meia hora de incubacdo sob agitacdo constante a 150
ciclos/minuto, e, a cada hora apds, até atingir a sétima hora, a densidade optica
(DO) dos in6culos “A” e “B” foi determinada por espectrofotometria °, utilizando-
se comprimento de onda de 540 nm e densidade optica igual a um (SHEWEN,
2001).

Simultaneamente, colheram-se, nestes mesmos tempos de incubacéo
sob agitacdo constante a 150 ciclos/minuto, aliquotas de 100 ul do caldo de
ICC de cada um dos ind6culos, “A” e “B”. Estas aliquotas foram diluidas
sucessivamente, em 900 ul de salina estéril a 0,9%, até a concentracédo 1 x 10°
°. Semearam-se 100 pl das diluicdes 1 x 10 a 1 x 10® de cada in6culo, “A” e
“B”, em duas placas de agar-sangue, as quais foram incubadas em aerobiose,
a 37°C, por 24 horas (CARTER & COLE JUNIOR, 1990).

A técnica de contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) em
placas de agar-sangue descrita por SWANSON et al. (1992) foi utilizada com o
objetivo de se determinar, retrospectivamente, a concentracdo de organismos
viaveis da cepa D153 de M. haemolytica Al dos inéculos “A” e “B”, produzidos
para cada lote experimental.

Os valores da DO e do numero de UFCs obtidos para o in6culo “A”, aos
30 minutos de incubacao e a cada hora até a sétima hora, sdo apresentados no
Tabela 5.

Apds cinco horas de incubacado dos indculos “A” e, portanto, na 5% hora
da fase de multiplicacdo logaritmica da cepa D153 de M. haemolytica Al,

colheram-se, individualmente, com seringas de polietileno de 20 mL e agulhas
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40 x 16, estéreis, as doses dos indculos que foram infundidas nos bezerros dos
grupos Gl a GIV de cada lote experimental, L1 a L7 (MAHESWARAN, 2001).

Em cada lote experimental, as doses dos inoculos “A” foram calculadas
tomando-se como base os valores das DOs obtidos para a 5% hora de
incubacdo, de modo que a concentracdo total de organismos viaveis da cepa
D153 de M. haemolytica Al na dose total do in6culo fosse mantida entre 10% a
10'° UFC (SHEWEN, 2001), como mostra a Tabela 6.

Isso se fez necessario porque o niumero de organismos viaveis da cepa
D153 de M. haemolytica Al na dose total do in6éculo somente pdde ser
determinado retrospectivamente, 24 horas apo0s a inoculagdo, quando foram
realizadas as contagens do numero de UFCs de M. haemolytica A1 nas placas
de &gar-sangue inoculadas com 100 ul do in6culo na 52 hora de incubacgéo
(Tabela 6).

Na 52 hora de incubac&o a 37°C, sob aerobiose e agitacdo constante de
150 ciclos/minuto, os indculos, “A” e “B”, foram semeados em trés meio de
cultivo, agar-sangue, agar-sangue com vancomicina e agar de McConkey, e
um esfregaco de cada inoculo foi corado pela técnica de Gram. Estes
procedimentos foram utilizados para confirmar a pureza dos indculos e
caracterizar a cepa D153 de M. haemolytica Al, conforme técnicas

microbiolédgicas descritas no item 4.2.3.



"0J19WQ10J01108dSD Op OJUSWEBUOIOUNS OU Sey[e) B OPIASP BpeINSUSW ogu eando apepisuap
‘. “SOdN sep wabejuoo e opuipadwi ‘sepeulweluod seoeld *, :0INUIL/SO|IID OGT 9P 8lueISU0d oedelibe qos ‘D /€ B ‘asolqolae wa ogdeqnoul

¥86'T ,O T1€6'T 0f #S/'T 28 899'T €5 GS6'T ST #E€'T  OT €I0T ¥  1Ir2'0 €  (€002/v0) 21
656'T 0TZ SYS'T ¥OE OSY'T 9ve 80T 26T SWE'T +.T  882'T 82T 6T0'T 05 €6.'0 8¢  (€002/€0) 97
ST 192 €2L'T ITv 6€9'T vSE 2LS'T 28C ¥8y'T 822 ¥E'T 08T <ZTZT 9L 8960 29 (200Z/TT) G
8vS'T T6T OrS'T 892 €6v'T T.Z w¥'T bz ¢8€'T 822 €TIET ¥0Z GEZT 80T +60'T 26  (200Z/0T) 1
¥S9'T 2hZ 06S'T 082 OvY'T 8€Z 09€'T 88T 292'T /ST OvI'T 95 2I2'0 /LT o0s¥'0 9  (2002/60) €1
qaN .0 L4aN ,O 6I9T 9T AN 2 LAN 6. AN 8 LAN 9 AN O (2002/L0)21

q dN e O q N e O q N qT dN 0TT ¢dN 9TT q N v6 qdN ve q dN 8 (2002/90) T

od 24N oda 24N od 24N od 24N od 24N od 24N od 24N od 24N (ONV/SIN)
seloy /. seioy 9 seioy g seioy ¢ seioy g seioy g eioy T wiw 0g 3101

TV ednhjowsey ‘| 3d €5TA VdID YA OTNDOONI Od OYIVANONI 3A SOdNTL Od3INNN

‘oedeqnaul ap rioy WSS € eliswiid 8 soinuiw Qg ap sodwal so ered ‘wn e [enbi
Od 8 Wu OFG dp Bpuo ap ojuswLdwod wWa el1dwolojondadsa Jod sopingo ‘27 e T ‘sreluswiiadxa $a10| Op S0419zag SOU SopIpunul
so|nooul sop (OQ) eondg apepisuap ep SalojeA 8 ‘Dy/E B ‘asolqolae wa anbues-iebe ap seoe|d wa orgdeqnoul ap seloy g sode
‘TV eonAjowsaey |\ ap £GTQ edad ep (D4N) Selug|od ap selopeuwlio) Sapepiun ap oJawnu op eAndadsollal ogdeulwalaq 's elagqel

6. SOPOII B [elareN



Material e Métodos 80

Tabela 6. Totais de UFCs, por mililitro e na dose total do in6culo, diluigdo, volume e
densidade 6ptica (DO) dos inéculos da cepa D153 de M. haemolytica Al na 52 hora de
incubacao a 37°C, sob agitacdo constante de 150 ciclos/minuto, e volume de caldo de
ICC estéril infundidos nos 28 bezerros dos lotes experimentais, L1 a L7.

- -
LOTE N° DE UFC A UFC ® DILUICAO  VOL.DO_ ] . 1cc?
(MES/ANO) ANIMAIS (TOTAL)  (imL) DO INOCULO® UFC DO (mL)
(GRUPO) INOCULO (mL)
L1 4 8 8 6 .
(06/2002) (Gl GIV) 7,50 x 108 1,50 x 10 10 5 15 ND 5
L2 4 8,00x10° 1,60 x 10° 10° 5 16 1619 5
(07/2002) (GlaGlVv) : :
L3 4 1,19 x 10°° 2,38 x 10° 10° 5 238 1440 5
(09/2002) (GlaGIV) : :
L4 4 1,35 x 10'° 2,71 x 10° 10 5 271 1,493 5
(10/2002) (GlaGlv) ~ : :
LS 4 1,42 x 10'° 3,54 x 10° 10 4 354 1,693 6
(11/2002) (GlaGIV) : :
L6 4 1,23 x 10" 2,46 x 10° 10 5 246 1,450 5
(03/2003) (GlaGlv) ™ : :
L7 4 3,28 x 10*° 8,20 x 10° 1072 4 82 1,754 6

(04/2003) (Gl a GIV)

A Total de Unidades Formadoras de Colénia (UFCs) infundido em cada bezerro (A = B x D); °, Total de UFCs por
mililitro de in6éculo, calculado pela férmula B = ([E x C] x 10), onde 10 é o fator de corre¢édo dos volumes dos in6culos
semeados nas placas de agar-sangue (100 pl); ©, Diluicdes da curva de crescimento, na 52 hora de incubac&o, em que
foram realizadas as contagens das UFCs; °, Volume total dos inéculos infundidos em cada bezerro, determinado pela
DO do indculo; £, Média do nimero de UFCs na 52 hora de incubacao; *, Densidade 6ptica dos inéculos na 52 hora de
incubacao, aferidas por espectrofotometria em comprimento de onda de 540 nm e densidade 6ptica igual a um; 2,
Volumes de caldo de ICC estéril infundidos, apdés a administragdo do indculo, totalizando um volume de 10 mL; #,
Diluicdo utilizada para contagem de UFCs do lote L7, devido & contaminacdo das placas da diluicio 10° * ND,
Densidade 6ptica ndo determinada devido a falhas no funcionamento do espectrofotémetro.

Os in6culos da cepa D153 de M. haemolytica A1 dos lotes experimentais
L1 a L7 foram produzidos em duplicata, “A” e “B”, devido a necessidade de
trabalhar com uma certa margem de seguranca, para o caso de ocorrer algum
problema de contaminacdo ou perda do in6culo em quaisquer das fases de
producdo. Como isso nao ocorreu, devido aos cuidados tomados durante a
manipulagdo, o inéculo “B” foi esterilizado por autoclavagem, a 120°C por 30
minutos, e descartado. Portanto, apenas os indculos “A” foram utilizados para
induzir a MPB nos bezerros dos lotes experimentais L1 a L7.

As doses dos indéculos “A” aplicadas nos bezerros de cada lote

experimental (Tabela 6) foram mantidas sob refrigeracdo em caixa de isopor
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com gelo (VESTWEBER et al., 1990) até o momento da infusdo, que ocorreu
em, no maximo, 30 minutos apos a sua producéo, mais precisamente entre 07
horas a 07 horas e 30min do 35° dia de permanéncia dos bezerros do lote no

HV-FMVZ/UNESP-Botucatu.

4.2.4.2 INFUSAO DO INOCULO DE M. haemolytica Al

Para executar o procedimento de inoculacdo, os bezerros dos lotes
experimentais foram contidos em decubito lateral direito, sem sedacdo. Apos
tricotomia e anti-sepsia da pele da regido cervical ventral anterior com alcool
iodado a 5%, foi realizado um bloqueio anestésico local com lidocaina a 1%
(Figura 5).

Um cateter  de 20,3 cm de comprimento e 2,03 mm de diametro foi
introduzido no espaco entre dois anéis traqueais do terco anterior da traquéia,
até atingir a regido da carina. Em seguida, as doses de 4 ou 5 mL do inoculo
“A” da cepa D153 de M. haemolytica Al foram infundidas nos bezerros dos
lotes experimentais L1 a L7 (Tabela 6 e Figura 5).

Com o objetivo de promover o esvaziamento e a lavagem do cateter e de
aumentar o volume liqtido infundido, de modo a se obter maior dispersao dos
organismos de M. haemolytica A1 nas vias aéreas do pulméo direito, mais 5
mL ou 6 mL de caldo de ICC estéril foram infundidos pelo cateter, totalizando

10 mL de infusdo por bezerro inoculado (Tabela 6).

8 CATETER INTRAVENOSO I-CATH - TECNOBIO ©
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- FYCY : N

; v ° IZI e
Figura 6. Sequéncia de procedimentos utilizados na inoculacao: (1), Contencéo do bezerro em
decubito lateral direito e preparo da area; (2), Introducéo da agulha do cateter; (3), Passagem
do cateter pela agulha; (4), Extremidade interna do cateter posicionada no terco final da
traquéia; (5), Adaptacdo da seringa com o in6culo ao cateter e infusdo do indculo da cepa D153
de M. haemolytica A1; (6), Infuséo de caldo de ICC para esvaziamento e lavagem do cateter.

4.2.5 DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA
Os sinais clinicos apresentados pelos bezerros dos lotes experimentais
L1 a L7 apos a inducdo da MPB com a cepa D153 de M. haemolytica Al foram

filmados para obtencao de fotografias digitais.

4.2.6 EUTANASIA

Os bezerros dos lotes experimentais L1 a L7 foram eutanasiados,
respectivamente, as 12, 24, 48 e 72 horas apos a inducado da MPB com a cepa
D153 de M. haemolytica Al. Utilizou-se pentobarbital sddico (10-15 mg/kg de

peso vivo) para manter os animais inconscientes (THURMON et al., 1996),
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sendo a eletrocussao realizada de acordo com as recomendacfes do CCAC

(1980).

4.2.7 ANALISE ESTATISITICA

Em relacdo as variaveis quantitativas, utilizaram-se as seguintes
andlises paramétricas:

1. Teste t de Student pareado, segundo SNEDECOR & COCHRAW
(1974), para comparar oS momentos pré e pos-inoculacdo em relagdo as
variaveis: Temperatura Corporal (TC), Frequéncia Cardiaca (FC), Frequéncia
Respiratoria (FR), Heméacias (He), Hemoglobina (Hb), Volume Globular (VG),
Leucdcitos (Le), Metamieldcitos (Me), Neutréfilos Bastonetes (NeB), Neutréfilos
Segmentados (NeS), Linfécitos (Li), Eosinofilos (Eo), Basofilos (Bs) e
Mondcitos (Mo).

2. A Andlise de variancia para a comparar os grupos Gl a GIV entre si,
considerando os lotes L1 a L7 como blocos, em relacdo as variaveis TC, FC,
FR, He, Hb, VG, Le, Me, NeB, NeS, Li, Eo, Bs e Mo (SNEDECOR &
COCHRAW, 1974).

3. O Teste de Tukey para comparar as variaveis FR, Le, NeS e Li, que
apresentaram diferencas significativas entre os grupos na Analise de Variancia,
(SNEDECOR & COCHRAW, 1974).

No caso das variaveis qualitativas, empregaram-se as seguintes analises
nao-paramétricas:

1. Teste de Friedman, segundo SIEGEL (1975), utilizado para comparar
0s grupos Gl a GIV entre si, considerando os lotes L1 a L7 como blocos, em

relacdo as taxas de isolamento das bactérias Arcanobacterium pyogenes,
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Bacillus spp., E. coli, Enterobacter aglomerans, Enterobacter cloacae, M.
haemolytica A, Micrococcus spp., Moraxella spp., Neisseria spp., P. multocida,
Proteus spp., Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. nos swabs nasais e
nasofaringeanos, antes e apos a inducdo da Mannheimiose Pneumodnica
Bovina com a cepa D153 de M. haemolytica Al.

2. Teste de Wilcoxon para comparar as frequéncias de isolamento dos
agentes bacterianos citados acima, nos swabs nasais e nasofaringeanos, antes
da inoculacdo da cepa D153 de M. haemolytica Al, flora normal, e as 12, 24,
48 e 72 horas apdés o inicio da Mannheimiose Pneumdnica Bovina,

respectivamente, nos grupos Gl a GIV.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXAME FiSICO

Os valores basais das variaveis do exame fisico, obtidos sete dias
antes da inoculacéo, e a resposta dos bezerros as 12, 24, 48 e 72 horas ap0s
a inducdo da MPB com a cepa D153, respectivamente, nos grupos Gl a GIV
sao apresentados nas Tabelas 7 a 9, Grafico 1, Figura 7 e Anexos 1 a 3.

As médias da variacdo basal da TC, FC e FR dos animais dos grupos
Gl a GIV (Anexos 2) foram semelhantes aos valores de referéncia de bezerros
jovens, sadios, citados por DIRKSEN et al. (1993), FEITOSA (2004) e
GONCALVES (2004) e também né&o diferiram daqueles apresentados por
DESMECHT et al. (1996), BUREAU et al. (1998) e FAGLIARI (2003) para
bezerros da raca Holandesa, machos, com sete a 35 dias de vida antes de
serem inoculados com a M. haemolytica A1, sugerindo que a triagem por meio
de exame fisico e radiografias toracicas foi satisfatoria, permitindo a selecéao
de animais higidos para o experimento.

Os bezerros dos grupos Gl a GIV responderam a inoculagdo da cepa
D153 de M. haemolytica A1 com elevacdes nos sinais vitais TC, FR e FC, que,

em valores médios, corresponderam a, respectivamente, 1,65, 1,07, 1,16 e
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1,4°C, 37,71, 33,71, 40,57 e 51,43 mpm e 25,71, 12,57, 5,72 e 13,72 bpm
(Tabela 6 e Grafico 1).

Com excec¢do dos aumentos da FC dos momentos 48 h (Glll) e 72 h
(GIV), as elevacdes dos valores da TC, FR e FC as 12, 24, 48 e 72 horas ap0s
a inoculacdo, respectivamente, nos grupos Gl, Gll, Glll e GIV, foram

significativos (P < 0,05), como se observa na Tabela 7.

Tabela 7. Comparacao entre as médias da Temperatura Corporal (TC), Freqiéncia
Cardiaca (FC) e Frequiéncia Respiratdria (FR), obtidas sete dias antes da inoculacao
da cepa D153 da M. haemolytica Al, variacdo basal, e as 12, 24, 48 e 72 horas apés
a inducdo da Manheimiose Pneumdnica Bovina, respectivamente, nos bezerros dos
grupos Gl a GIV.

SINAL CLINICO _MEDIA*” + DESVIO-PADRAO Valor de P
Gl (PRE- SETE DIAS) _ GI (POS — 12 HORAS)

TC C C) 38.84 + 034 40,49 + 0,54 0,00 *
FC (bpm) 80,00 + 12,22 105,71 + 17,26 0,00 *
FR (mpm) 28,00 + 5,66 65,71 + 13,03 0,00 *

GIl (PRE- SETE DIAS) _ GIl (POS — 24 HORAS) Valor de P

TC (°C) 39.14 £ 0.16 40,21 + 0,48 0,00 *
FC (bpm) 82,86 + 13,41 95,43 + 14,50 0,00 *
FR (mpm) 24,00 + 4,62 57,71 +11,97 0,00 *

Glll (PRE- SETE DIAS) GlIl (POS — 48 HORAS) Valor de P

TC (°C) 38,98 + 023 40,14 + 0,53 0,00 *
FC (bpm) 88,57 + 9,91 94.29 + 6,97 0,14
FR (mpm) 26,86 + 3,80 67.43 + 14,86 0,00 *

GIV (PRE- SETE DIAS) GIV (POS — 72 HORAS) __ Valor de P

TC (°C) 39,07+ 0,22 40,47 £ 0,87 0,01~
FC (bpm) 84,57 + 19,92 98,27 + 11,04 0,06
FR (mpm) 28,00 + 566 79.43 + 1335 0,00 *

* Diferengas significativas entre 0s momentos pré e pés-inoculacéo pelo teste t de Student para amostras pareadas (P<
0,05). !, Utilizaram-se sete bezerros em cada grupo, Gl a GIV.

As elevacbes da TC e FC observadas apos a inducdo da MPB se
deveram, provavelmente, aos efeitos endotoxémicos do LPS da M.
haemolytica Al, pois, segundo RADOSTITS et al. (2000), a presenca de LPS
na circulacdo sistémica estimularia o centro termorregulador a produzir mais

calor interno e o aparelho cardiovascular a elevar a FC e, em geral, ocorre
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endotoxemia na MPB (LILLIE, 1974; LINDEN et al., 1995 e BUREAU et al.,

1998; RADOSTITS et al., 2000).

1104 mTC (oC) - Pré

1002/ OTC (oC) - P6s
902/ B FC (bpm) - Pré
802/ T FC (bpm) - P6s
702/ mFR(mpm) - Pré

OFR(mpm) - Pés

Gl Gli Glll GIV

Gréfico 1. Valores médios da Temperatura Corporal (TC), Freqiiéncia Cardiaca (FC) e Frequéncia Respiratéria (FR),
aferidas antes da inoculagdo da cepa D153 de M. haemolytica A1, variagdo basal, e as 12, 24, 48 e 72 horas apés a
inducdo da MPB, respectivamente, nos bezerros dos grupos Gl a GIV.

As 12 horas apdés a inducdo da MPB, BUREAU et al. (1998)
encontraram TCs mais elevadas (39,80 + 0,13°C e 39,90 + 0,20°C) que 0s
valores basais em dois grupos de bezerros, mas estes valores da TC nao
foram diferentes (P > 0,05), como demonstrado na Tabela 2, de forma oposta
ao que se observou no presente estudo, uma vez que a média da TC obtida as
12 horas (40,49 + 0,54 °C) foi diferente do seu valor médio basal (38,84 + 0,34
°C), como mostra a (Tabela 7).

Os aumentos significativos (P < 0,05) da TC as 12 h (Gl) e 24 h (GlI)
apos a inducdo da MPB também estdo de acordo com os achados de

FAGLIARI (2003), embora os valores médios obtidos no presente estudo,
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respectivamente 40,49 + 0,54 °C e 40,21 + 0,48 °C, sejam superiores aos
citados por este autor, 39,4 + 0,61 °C as 12 h e 39,8 £ 0,57 °C as 24 h.

Embora BUREAU et al. (1998) e FAGLIARI (2003) tenham observado
elevacdes da TC as 12 e 24 horas ap6s a inducdo da MPB, como o ocorrido
com 0s grupos experimentais Gl (12 h) e Gll (24 h), os valores encontrados
neste experimento foram mais elevados que os obtidos por esses autores.
Provavelmente, isso se deve aos seguintes fatores: (a) a maior viruléncia da
cepa D153 em relacdo a cepa 12296 utilizada por FAGLIARI (2003), e também
aquela utilizada por BUREAU et al (1998); (b) a maior viruléncia dos indculos
utilizados neste experimento, possivelmente por serem mais concentrados
(Tabela 5) e, talvez, por possuirem maiores concentracfes de LPS que o
utilizado por FAGLIARI (2003), pois foram produzidos apenas em caldo BHI e
nao em meio de cultivo RPMI (SHEWEN & WILKIE, 1985); (c) aos efeitos da
temperatura e umidade relativa do ar sobre estes sinais vitais (DIRKSEN et al.,
1993), uma vez que os experimentos de BUREAU et al. (1998) e FAGLIARI
(2003) foram conduzidos em paises de clima temperado; e (d) a diferencas
nos niveis séricos de anticorpos contra a M. haemolytica Al entre os animais
do presente estudo e os dos trabalhos citados, pois, segundo (THOMSON et
al., 1975; SHEWEN, 2001), bezerros com titulos elevados de anticorpos nao
desenvolvem a MPB ou esta € menos intensa.

DESMECHT et al. (1996), observaram queda na TC as 10 horas apés a
inducdo da MPB em bezerros que desenvolveram doenca leve (38,9 = 0,7°C),
moderada (37,6 = 2,3°C) e grave (37,1 = 0,1°C). Embora a diferenca em

relacdo aos valores basais tenha sido significativa apenas nos animais com
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MPB moderada e grave (Tabela 2), a TC dos animais do trabalho citado se
comportou de maneira oposta ao observado no grupo Gl (12 h), pois ocorreu
elevacéo significativa da TC em relacdo aos seus valores basais. Esta queda
nos valores da TC poderia ser explicada, provavelmente, pelo quadro de
choque endotoxémico que se desenvolveu nas primeiras horas apos a inducao
da MPB, como um resultado de particularidades relacionadas aos bezerros e
in6culo utilizados: (a) bezerros eram mais jovens (sete a 14 dias) e foram
desafiados com inéculo concentrado (3,5 x 10%° UFC), e, segundo SHEWEN
(2001), bezerros com menos de 30 dias deveriam ser desafiados com cerca
de 10® UFCs de M. haemolytica para que a doenca produzida ndo seja
demasiado grave; (b) utilizou-se grande volume de in6culo (30ml), o qual,
provavelmente, se difundiu mais amplamente nos pulmdes, facilitando o
desenvolvimento de lesBes mais extensas; (c) o indculo foi cultivado somente
em caldo BHI e infundido ap6s 10h de cultivo; provavelmente, este continha
maiores quantidades de LPS, pois, segundo SHEWEN & WILKIE (1985) com
este tempo de incubacdo a fase estacionaria estaria adiantada e teria ocorrido
a liberacdo de quantidades significativas de LPS, o qual €, segundo
RADOSTITS et al. (2000), o responsavel pelas alteracfes tipicas dos quadros
de choque endotoxémico na MPB, como a queda na temperatura corporal
interna.

Os valores médios da FC obtidos as 12 horas (105,71 + 17,26 bpm) e
as 24 horas (95,43 + 14,50 bpm) apds a inoculacdo, respectivamente nos
grupos Gl e GllI, foram significativamente maiores que aqueles aferidos antes

da inducdo da MPB, a semelhanca do que ocorreu no experimento realizado
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por FAGLIARI (2003). Este autor encontrou FC média mais baixa as 12 horas
(96,7 £ 12,8 bpm) e bem mais elevada as 24 horas (124,1 + 20,9 bpm), as
quais diferiram entre si, enquanto que, neste experimento, ndo se observou
diferenca significativa (P > 0,05) nos valores da FC obtidos para os grupos Gl
(12 h) e GIl (24 h), como se observa na Tabela 8. Provavelmente, a
qguantidade de LPS dos in6culos deste experimento foi superior aquela do
indculo utilizado por FAGLIARI (2003), uma vez que o autor utilizou o0 meio de
cultivo RPMI (SHEWEN & WILKIE, 1985); por causa disso, é provavel que o
animais deste estudo tenham respondido com maiores elevacfes da FC as 12
horas e, a medida que a acdo do LPS sobre o aparelho cardiovascular
diminuia com o avancar da MPB, a FC também diminuiu, explicando as FCs
médias mais baixas observadas as 24 horas ap0s a inducdo da MPB neste
experimento.

As diferencas nao significativas da FC nos grupos Glll (48 h) e GIV (72
h) (Tabela 7) poderiam ser atribuidas a diminuicdo dos efeitos sistémicos do
LPS, seja o que foi infundido com o indculo ou aquele produzido nos pulmdes
dos bezerros pelos organismos de M. haemolytica Al viaveis no inoculo, a
medida que o curso da MPB aumentou. Segundo LINDEN et al. (1995) e
BUREAU et al. (1998), as alteracfes cardiovasculares observadas nos casos
de toxicidade sistémica pelo LPS da M. haemolytica A1 sdo mais intensas nas
primeiras horas apos a inducdo da MPB. RHOADES et al. (1967), REECES et
al. (1973) e REECE & WAHLSTROM (1974), observaram febre, sudorese e

fragueza muscular nas primeiras horas apés a inoculacdo de bezerros com
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LPS de E. coli, assim como circulacdo sistémica progressivamente mais débil
e lenta & mediada que o choque endotdxico se tornava iminente.

Neste experimento, a FR aumentou significativamente apés a inducdo
da MPB nos quatro grupos avaliados, sendo igual a 65,71 + 13,03 mpm as 12
h (Gl), a 57,71 + 11,97 mpm as 24 h (Gll), a 67,43 + 14,86 mpm as 48 h (GllIl)
ea 79,43+ 13,35 mpm as 72 h (GIV) (Tabela 7).

BUREAU et al. (1998) obtiveram FRs de 53,31 + 5,90 mpm e 61,96 +
8,27 mpm em dois grupos de bezerros as 12 horas ap6s a inducdo da MPB,
0s quais foram mais baixos que os encontrados no grupo GI-12 h (65,71 +
13,03 mpm) deste estudo. Embora os valores obtidos por estes autores
também sejam mais elevados que as respectivas FRs basais (Tabela 2), a
cepa de M. haemolytica Al que utilizaram ndo induziu aumentos significativos
(P < 0,05) na FR as 12 horas apods a inducédo da MPB, ao contrario do que se
observou em resposta a cepa D153 utilizada neste experimento.

As 10 horas ap6s a inducdo da MPB, DESMECHT et al. (1996)
encontraram FRs de 67,67 + 10,2 mpm, 68,00 +13,0 mpm e 15,57 = 3,10
mpm, respectivamente, em bezerros que desenvolveram quadros leves,
moderados e graves da doenca, as quais foram diferentes (P < 0,05) das
respectivas FRs basais (Tabela 2). As FRs dos animais portadores de MPB
leve e moderada foram um pouco superiores aquela observada as 12 horas no
grupo GI (65,71 + 13,03 mpm), enquanto a FR dos animais com MPB grave foi
muito inferior. Possivelmente, os animais com MPB grave do trabalho citado

teriam desenvolvido um quadro de choque toxémico grave, supostamente com
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faléncia cardiorrespiratoria iminente, pois foram observadas hipotermia (37,1
0,1°C) e bradicardia (15,57 £ 3,20 mpm).

Em outra pesquisa, FAGLIARI (2003) verificou que a FR dos bezerros
aumentou significativamente as 12 h (50,4 + 5,6 mpm) e as 24 h (54,5 £ 71
mpm) apods a inducdo da MPB (Tabela 2). Estes resultados concordam com o
observado no presente experimento, mas os valores obtidos por este autor
também foram mais baixos que os induzidos pela cepa D153 as 12 e 24 horas
apos a inoculacgao.

Neste estudo, uma das provaveis causas para 0 aumento da FR nos
quatro grupos experimentais seria o0 desenvolvimento concomitante de
sindromes febris em todos os animais. Embora ndo tenha havido diferenca
significativa nos valores da TC entre os grupos Gl a GIV (Tabela 8), os
incrementos da TC e da FR observados nos grupos experimentais seguiram,
aparentemente, padrées semelhantes com o avancar da MPB, os quais foram
mais expressivos as 12 horas (Gl), atingiram niveis mais baixos as 24 h (Gll) e
48 h (Glll) e, as 72 h (GIV), expressaram um novo aumento. Esse padrao de
comportamento reforcaria a possibilidade de uma relacdo direta entre TC e
FR, pois, segundo RADOSTITS et al. (2000), RADOSTITS et al. (2002) e
GONCALVES (2004), o aumento da FR é um eficiente mecanismo de perda
de calor interno em bovinos com febre.

As andlises dos efeitos dos fatores de variacédo lote e grupo sobre os
sinais vitais, TC, FC e FR, indicaram que somente a FR sofreu interferéncia
significativa (P < 0,05) do fator lote e diferiu (P < 0,05) entre 0s grupos

experimentais (Tabela 8).
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Tabela 8. Efeito do fator lote, L1 a L7, e do fator grupo sobre as médias da
Temperatura Corporal (TC), Fregiiéncia Cardiaca (FC) e Frequéncia Respiratdria (FR)
determinadas nos bezerros dos grupos Gl a GIV, respectivamente, as 12, 24, 48 e 72
horas ap6s a indugdo da Manheimiose Pneumdnica Bovina com a cepa D153 de M.
haemolytica Al.

K TC, FC FR
QM QM QM
GRUPOS 3 0,216 184,952" 562,857+
LOTES 6 0,618™ 257,142"™ 365,142+
ERRO 18 0,314 140,063 115,746

', Fator de Variacdo; *, Graus de Liberdade; * Quadrado Médio; E, N&o Significativo (P > 0,05); *, Significativo (P <
0,05).

A auséncia de diferenca significativa (P > 0,05) entre os momentos 12 h
(Gl) e 24 h (Gll), em relacdo a TC e FR, esta de acordo com o observado por
FAGLIARI (2003). Em relacdo a FC, este autor obteve valores
significativamente maiores as 24 horas, quando comparados aqueles
observados as 12 horas apés a inducdo da MPB (Tabela 2). Uma provavel
causa para a observacédo de FCs mais elevada as 24 horas no trabalho citado
poderia ser o estresse da manipulacdo dos animais, pois, segundo o autor,
nao ocorreram diferencas significativas na TC e volume globular entre os
momentos 12 e 24 horas. De acordo com RADOSTITS et al. (2000), o quadro
de toxicidade sistémica provocado pelo LPS pode induzir hemoconcentragao,
com consequente aumento do volume globular e da FC, mas, segundo
LINDEN et al. (1995) e BUREAU et al. (1998), os efeitos do LPS da M.
haemolytica Al sobre o aparelho cardiovascular sdo mais expressivos nas
primeiras horas apos a inducdo da MPB, o mesmo sendo observado por
RHOADES et al. (1967), REECES et al. (1973) e REECE & WAHLSTROM

(1974) em relacdo a endotoxemia provocada pelo LPS da E. coli.
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Embora néo tenha havido diferenca significativa (P < 0,05) entre os
momentos experimentais 12, 24, 48 e 72 horas, em relagcdo a TC e a FC, a
observacdo de incrementos de TC e FC mais elevados as 12 horas (Gl),
guando comparados aqueles que ocorreram "as 24 horas (Gll) (Tabelas 7 e 8),
sugere que o LPS que causou elevacfes mais intensas destes sinais no grupo
Gl (12 h) foi liberado, em principio, durante a producdo do indculo, devido a
morte dos organismos de M. haemolytica A1 que completaram seu ciclo
(SHEWEN & WILKIE, 1985), e, portanto, foi infundido nos bezerros juntamente
com o inéculo. Entretanto, pode-se supor que a liberacdo de LPS ainda tenha
continuado dentro dos pulmdes dos bezerros do grupo Gl nas primeiras horas
apos a inoculacdo, em virtude da multiplicacdo do Grande numero de
organismos de M. haemolytica A1 que estava viavel no inéculo infundido, e,
por isso, a TC e a FC destes animais aumentaram mais intensamente que
aguelas dos bezerros do grupo GlI, aferidas as 24 horas apos a inoculagéo.

Por outro lado, os maiores incrementos observados na TC e FC dos
bezerros do GIV (72 h), se comparados aqueles dos grupos Gll (24 h) e Glll
(48 h), levantariam a suspeita de que os organismos de M. haemolytica Al
que, por ventura, tenham sobrepujado as defesas intrapulmonares
provavelmente conseguiram se multiplicar novamente, as 72 horas.
Possivelmente, esta “nova onda” de multiplicacdo foi menos intensa que
aguela que teria ocorrido no grupo Gl (12 h), gerada pelo grande nimero de
organismos de M. haemolytica Al viaveis no inoculo infundido, mas, assim

mesmo, liberaram-se quantidades de LPS um pouco maiores que as que
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estariam circulando no sangue dos bezerros do Gl e Glll, o que justificaria os
aumentos mais elevados da TC e FC dos animais do GIV (72 horas).

Como os bezerros utilizados neste experimento eram da mesma raca,
sexo e idade e foram submetidos as mesmas condi¢cdes de manejo, ou seja,
constituiram-se lotes homogéneos, o efeito significativo (P < 0,05) do fator de
variacao lote sobre as FRs dos animais dos grupos Gl a GIV, apés a inducao
da MPB, ocorreu, provavelmente, ao fato de um maior nUmero de animais ter
sido trabalhado em periodos do ano em que a temperatura e umidade relativa
do ar eram mais elevadas: os lotes L1 e L2 foram inoculados em junho e julho
—inverno, os L3, L4 e L5 de setembro a novembro — primavera e os lotes L6 e
L7 em marco e abril — outono (Tabela 6). Como a temperatura e a umidade
relativa do ar interferem na termorregulacéo e o aumento da FR € um eficiente
mecanismo de perda de calor interno (RADOSTITS et al., 2000; RADOSTITS
et al.,, 2002; FEITOSA, 2004), é provavel que um maior nimero de animais,
dentre aqueles dos lotes L3 a L7, tenha precisado manter FRs mais elevadas,
se comparados aos animais dos lotes L1 e L2, ndo apenas em resposta a
sindrome febril e a lesdo pulmonar induzida pela cepa D153 de M. haemolytica
Al, mas também para contrabalancar as elevacfes da temperatura corporal
provocadas pelo aumento da temperatura e umidade relativa do ar e, dessa
forma, manter niveis de TC que ndo comprometam a higidez e/ou o combate a
inflamacéo induzida pela M. haemolytica Al.

O efeito significativo (P < 0,05) do fator lote sobre as FRs dos bezerros
deste experimento estaria, de certa forma, ratificando a importancia da adocgao

do cuidado metodoldgico de distribuir os bezerros dos grupos Gl a GIV nos
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lotes L1 a L7, uma vez que os efeitos das condicfes climaticas sobre os
animais higidos e, sobretudo, apos a inducdo da MPB foram impostos de
forma igualitaria a todos os grupos experimentais, na medida em que estes
estavam representados em todos os lotes, ao longo do periodo experimental.
Quando os grupos Gl a GIV foram comparados entre si, em relacdo as
FRs aferidas apos a inducédo da MPB, verificou-se haver diferenca significativa
(P < 0,05) apenas entre os grupos GIV (79,43 mpm) e Gl (57,71 mpm). Os
valores obtidos para GIV néo diferiram significativamente (P > 0,05) daqueles
encontrados no Glll (67,43) e Gl (65,71) e estes dois ultimos grupos também

nao diferiram (P > 0,05) entre si e do grupo GlI (Tabela 9).

TABELA 9. Comparacao entre as médias da Frequéncia Respiratoria (FR), obtidas as
12, 24, 48 e 72 horas ap0s a inducdo da Manheimiose Pneuménica Bovina pela cepa
D153 da M. haemolytica Al, respectivamente, nos bezerros dos grupos Gl a GIV.

GRUPO FR (mpm) "
Gl (12 h) 65,71ab
Gll (24 h) 57,71a
Glll (48 h) 67,43ab
GIV (72 h) 79,43 b

* Médias seguidas de mesma letra indicam diferengas néo significativas entre grupos pelo Teste de Tukey (P > 0,05).

O valor significativamente (P < 0,05) mais elevado da FR dos bezerros
do GIV (72 h) poderia ser explicado, provavelmente, pela tendéncia de
aumentos mais expressivos da TC apdés a inducdo da MPB, quando
comparados aqueles observados nos animais do Gll (24 h), o que, por sua
vez, poderia resultar em maiores perdas de calor interno e, assim, evitar os
efeitos indesejaveis de temperaturas corporais internas demasiado elevadas

(RADOSTITS et al., 2000).
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Outra justificativa para FRs mais elevadas no grupo GIV seria a
possibilidade de desenvolvimento de lesfes pulmonares mais extensas e/ou
mais graves, devido ao maior tempo de curso da MPB. Provavelmente, isso
teria exigido dos bezerros do GIV uma elevagdo mais acentuada da FR, assim
como movimentos respiratorios mais profundos, de modo a tentar manter, com
hiperpnéia ou, até mesmo, com modos respiratérios dispnéicos (Anexos 3),
niveis de trocas gasosas pulmonares compativeis com a vida (RADOSTITS et
al., 2000).

Embora AMES et al. (1985) e VESTWEBER et al. (1990a) tenham se
valido de sistemas de escores pré-estabelecidos para graduar a intensidade
da MPB experimental em bezerros, optou-se, neste estudo, pela ndo utilizacéo
de tais sistemas, de modo que a analise da resposta clinica dos proprios
animais, apos o término do experimento, indicasse a gravidade dos quadros
de MPB observados em cada grupo experimental, GI a GIV. Além disso, a
atribuicdo de pesos numéricos arbitrarios aos sinais clinicos observados em
bovinos com doencas respiratérias, como fizeram THOMAS et al. (1977) e
BALMER et al. (1997), também néo foi aplicada neste experimento com o
intuito de evitar que alguns sinais clinicos fossem superestimados em
detrimento de outros. Trabalhou-se, portanto, com a hipétese de que os sinais
clinicos mais importantes em um determinado momento de avaliagcéo, 12, 24,
48 ou 72 horas, seriam agueles mais intensos e observados com maior
frequéncia.

A freqiéncia com que cada um dos quatro escores de intensidade, €0,

el, e2 e e3, foi atribuido aos sinais clinicos observados nos bezerros dos
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grupos Gl a GIV, respectivamente, as 12, 24, 48 e 72 horas ap6s a inducdo da
MPB com a cepa D153 da M. haemolytica Al é apresentada nos Anexos 3.
Nos 28 bezerros dos grupos experimentais Gl a GIV, os exames fisicos
realizados apos a inducdo da MPB diagnosticaram 83 sinais clinicos distintos,
se consideradas as subdivisdes qualitativas ou por regido anatdmica (Anexos
3), mas o0s sinais clinicos basicos foram: apresentacdo em decubito;
depresséo; aumento de tamanho dos linfonodos mandibulares e parotideos;
secrecdo ocular serosa, sero-mucosa e muco-purulenta; hiperemia das
mucosas oculares; ejecdo dos vasos da esclera; aumento do tempo de
preenchimento capilar; diminuicdo da forca e celeridade do pulso; dispnéia,
com cabeca e pescoco distendidos ou abducdo da articulagdo umerorradial;
aumento da amplitude dos movimentos toracicos e abdominais a inspiracédo e
a expiracdo; muflo ressecado; secrecdo nasal mucosa e muco-purulenta;
hiperemia das mucosas nasais; aumento de temperatura do ar expirado; tosse
espontanea e induzida seca ou Umida e superficial ou profunda; facilidade de
inducdo da tosse; a auscultacdo, percebeu-se aumento da intensidade dos
ruidos laringo-traqueal, traqueo-brébnquico e broénquio-bronquiolar, ruidos
adventicios traqueais, como crepitacdo grossa e sibilo, e toracicos, como
crepitacdo grossa, sibilo, propagacdo dos batimentos cardiacos, roce pleural,
diminuicdo relativa dos ruidos traqueo-brénquico e brénquio-bronquiolares e
inspiracdo interrompida nos quadrantes toracicos; sub-macicez a percusséao e
sensibilidade dolorosa a palpacdo profunda do torax; aumentos dos sinais

vitais temperatura corporal, frequéncia cardiaca e frequéncia respiratoria.
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Como o numero de sinais clinicos registrados foi bastante expressivo
(Anexos 3), optou-se por agrupar aqueles que indicassem alteracfes de um
mesmo sistema organico, ou de parte de um sistema, ou que refletissem
alteracdes do estado geral dos animais dos quatro grupos experimentais, de
modo a facilitar o estudo descritivo das diferencas entre os grupos em funcéo
do tempo de evolucdo da MPB.

Assim, estabeleceram-se 0s seguintes blocos alteracdes clinicas, que

serdo discutidos avaliando os grupos Gl a GIV conjuntamente:

| - Alteragbes do Estado Geral (S1, S2, S19, S81):

Ao exame fisico, a maioria dos bezerros foi encontrada em decubito,
mas assumindo uma posicdo normal, o decubito esternal (S1), ndo sendo
observada diferenca marcante entre os grupos Gl a GIV.

Observou-se comportamento normal ou levemente deprimido (S2) nos
animais do GIV (72 h), com excecdo de um bezerro que apresentou depressao
grave, depressao moderada a leve naqueles do Gll (24 h) e do Glll (48 h) e,
no Gl (12 h), o quadro depressivo aparentemente tendeu a ser um pouco mais
grave, uma vez que todos os bezerros se mostraram menos alertas, a maioria
com depressdo moderada.

Provavelmente, a tendéncia de quadros depressivos mais pronunciados
no grupo Gl, 12 horas apos a inducdo da MPB, se comparado aos demais
grupos, se deveu aos efeitos sistémicos mais intensos do LPS (RHOADES et
al., 1967; REECES et al., 1973; LILLIE, 1974; REECE & WAHLSTROM, 1974;

LINDEN et al., 1995 e BUREAU et al., 1998), a semelhanca do que se discutiu
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anteriormente, em relacdo aos aumentos da TC e da FC dos bezerros do
grupo Gl (12 h). A tendéncia de depressdo mais pronunciada nas primeiras
horas apos inducdo MPB, com melhora do estado geral a medida que a MPB
evolui, esta de acordo com o observado por FRIEND et al. (1977), PANCIERA

& CORSTVET (1984) e VESTWEBER et al. (1990 a,b).

o | = B :

Figura 7. A, Bezerro do grupo Gl (12 h) em decubito esternal, apresentado depressao leve.; B,
Bezerro do grupo Gl (12 h) apresentado depressédo moderada, com cabeca e pescoco abaixados, e
leve abducdo da articulagdo umerorradial; C, Bezerro do grupo GIV (72 h), apresentando distensao
da cabeca e pescoco, abertura dos membros toracicos e respiragdo com a boca aberta.

Pela andlise isolada da TC (S81) nos Anexos 3, poder-se-ia esperar
que os bezerros do GIV (72 h) apresentassem depressdo um pouco mais
intensa, sobretudo se comparados aos animais do Gll e Glll, mas a posicéo
em que foram encontrados no comeco do exame fisico (S1), assim como 0s
escores de depressdo (S2) que receberam, estdo indicando tendéncia
contraria. Um provavel aumento da producdo de LPS as 72 horas apés a
inducdo da MPB, em virtude da possibilidade de uma “nova onda“ de
multiplicacdo da M. haemolytica Al, seria 0 responsavel pelos maiores
incrementos na TC observados nos bezerros do GIV. Entretanto, os sinais de
toxicidade sistémica, causada pelo LPS, ndo teriam acompanhado o aumento
da producéo desta endotoxina nos animais do GIV (72 h), mas, ao contrario,
teriam se tornado menos intensos, justificando a melhora do quadro

depressivo as 72 horas ap0s inducao da MPB, o que estaria de acordo com 0s
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achados de LINDEN et al. (1995) e BUREAU et al. (1998), que verificaram
reducdo dos efeitos sistémicos do LPS a medida que o curso da MPB
aumenta.

Os animais apresentaram ressecamento do muflo (S19), um sinal que
indica, segundo DIRKSEN et al. (1993), diminuicdo da producédo de liquido
seroso pelas glandulas do focinho em fungéo da elevacédo da TC na sindrome
febril. Aparentemente, ocorreu uma tendéncia de o muflo tornar-se menos
ressecado de 12 (Gl) para 72 horas (GIV), coincidindo com as tendéncias de
incrementos mais discretos da TC nos animais do Gll (24 h) e GllI (48 h), em
relacdo aquela observada no Gl (12 h), embora a TC no GIV (72 h) tenha

apresentado tendéncia de aumento em relacdo aos dois momentos anteriores.

Il - AlteragOes Cardiovasculares (S10 a S12, S82):

Neste experimento, observaram-se sinais indicativos de sepse, como
depresséao, febre, hiperemia das mucosas e ejecdo dos vasos da esclera, a
semelhanca do que SMITH (2001) descreveu em animais com MPB natural.

A tendéncias de reducdo no aumento do tempo de preenchimento
capilar (S10), de diminuicdo da debilidade do pulso (S11) e de aumento da
celeridade do pulso (S12) observadas com o aumento do tempo de evolugéao
da MPB, do GI (12 h) para GIV (72 h), sugerem melhora do quadro vascular
periférico a medida que o curso da MPB aumenta, o que estaria de acordo
com o observado por LILLIE (1974), LINDEN et al. (1995) e BUREAU et al.
(1998), que verificaram alteracfes circulatorias periféricas mais intensas nas

primeiras horas do curso da MPB, devido a grande quantidade de LPS no
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in6culo infundido e a liberacdo desta endotoxina nos pulmdes por causa da
multiplicacdo dos organismos M. haemolytica A1l nos estagios iniciais da
doenca.

A FC (S82), por sua vez, mostrou tendéncia de diminuicdo dos
incrementos as 24 (Gll) e 48 horas (GllIl), sendo os maiores incrementos
observados nos animais do Gl (12 h), seguido por aqueles do GIV (72 h). Este
padrdo de comportamento da FC acompanhou aquele observado para a TC,
sugerindo que a FC tenha aumentado em resposta a hipertermia da sindrome
febril, como mencionaram DIRKSEN et al. (1993) e RADOSTITS et al. (2000),
sobretudo as 12 e 72 horas apos a inducdo da MPB. Neste ultimo momento,
no grupo GIV, a tendéncia de maior incremento da FC foi acompanhada por
tendéncia de melhora da circulagcéo periférica, ratificando o efeito da elevacao
da TC sobre a FC quando os efeitos do LPS sobre a circulacdo periférica
estdo diminuindo, com o avancar da MPB.

A presenca de apatia e congestdo das membranas mucosas em
bezerros da raca Holandesa com MPB experimental foi mencionada por

FAGLIARI (2003), as quais sao condizentes com os achados deste trabalho.

Il - Alteragfes Oculares (S5 a S9):

Aparentemente, a hiperemia das mucosas oculares (S8) tendeu a se
tornar mais intensa do Gl (12 h) para Glll (48 h), mas, as 72 horas (GIV) apés
a inducdo da MPB, cinco animais apresentaram mucosas de coloragcao

normal, um com hiperemia leve e outro com hiperemia moderada.
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Quando avaliada isoladamente, a tendéncia de aumento da hiperemia
das mucosas oculares de 12 para 48 horas ap0s a inducdo da MPB estaria
contrariando a argumentacéo de que a circulacao periférica estaria tendendo a
normalidade, a medida que a toxicidade sistémica do LPS diminui com o
aumento do curso da MPB, assim como observaram LILLIE, (1974), LINDEN
et al. (1995) e BUREAU et al. (1998).

Observou-se grande variabilidade na presenca e intensidade das
secrecdes oculares serosa (S5), sero-mucosa (S6) e muco-purulenta (S7) nos
animais deste experimento, tanto dentro de um grupo como entre 0S mesmaos,
ndo sendo notadas tendéncias de aumento da frequéncia ou da intensidade
destas secrecdes, com aumento do tempo de evolu¢cdo da MPB do Gl (12 h)
para GIV (72 h).

Juntamente com a hiperemia, a presenca de secrecdes sero-mucosas a
muco-purulentas estaria indicando o desenvolvimento de conjuntivite nos
animais do experimento, pois, segundo DIRKSEN et al. (1993), a conjuntivite é
caracterizada por mucosas congestas e presenca de secregcdes em
guantidade aumentada. Portanto, a hiperemia das mucosas oculares e 0
aumento da ejecdo dos vasos da esclera (S9) ndo foram provocados apenas
pelos efeitos sistémicos do LPS da M. haemolytica Al, mas também por
processos inflamatorios locais, com diferentes niveis de intensidade, o que
justificaria niveis mais intensos de hiperemia e ejecao dos vasos da esclera na
maioria dos bezerros dos grupos Gll (24 h) e Gl (48 h), se comparados

aqueles do Gl (12 h).
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Os guadros de conjuntivite provavelmente se deveram a disseminacéo
retrograda da cepa D153 de M. haemolytica Al inoculada nos pulmdes dos
bezerros para induzir a MPB. A M. haemolytica Al intrapulmonar poderia ter
alcancado as conjuntivas oculares pelo sistema linfatico do pescoco e cabeca,
uma vez que foram observados aumentos de tamanho dos linfonodos
parotideos e mandibulares (item IV), ou, ao chegar as cavidades nasais em
aerossois expelidos a cada expiracdo, esta bactéria passaria as conjuntivas
via ducto nasolacrimal. Outras bactérias como Moraxella spp. e
Arcanobacterium pyogenes poderiam ser as causas da conjuntivite
observadas nos animais deste experimento, conforme mencionado por
DIRKSEN et al. (1993), ou complicar a inflamacdo provocada pela M.

haemolytica Al.

IV - AlteracOes do Trato Respiratorio:
A) Sinais de Altera¢cdes nas VAAs (S20 a S23)

Observou-se tendéncia de aumento do numero de animais com
secrecdes nasais mucosas (S20) do grupo Gl para o GIV, gue foi observada
em intensidade leve, com excec¢ao de um animal do Gll em que esta apareceu
em quantidade moderada. A presenca de secre¢cdo muco-purulenta (S21) nédo
apresentou tendéncia de aumento da frequéncia do Gl (12 h) para GIV (72 h),
mas a sua intensidade tendeu a aumentar no GIV, se comparada aquelas dos
demais grupos.

A presenca de secrecdes nas cavidades nasais, sobretudo aquelas

muco-purulentas, poderia estar indicando, segundo RADOSTITS et al. (2002),
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processos infecciosos bacterianos locais, os quais poderiam justificar a
hiperemia das mucosas nasais (S22), que foi observada em intensidade leve e
moderada em alguns animais, assim como aumentos leves da temperatura do
ar expirado (S23), percebidos em trés animais, nos grupos Gl, Gll e GIV.

Neste experimento, a inflamacdo das mucosas nasais ocorreu,
provavelmente, devido a colonizacdo das VAAs pela cepa de M. haemolytica
Al utilizada para induzir a MPB, como discutido no item IV, e/ou a colonizacao
das cavidades nasal e nasofaringeana por outros organismos comensais, uma
vez que diferentes agentes bacterianos, além da M. haemolytica Al, foram
isolados em cultivos microbiolégicos destas areas nos animais experimentais
(Tabela 16).

Entretanto, secrecfes oriundas dos pulmbes também poderiam estar
sendo expelidas pelas narinas, com ajuda da tosse, pois, segundo JUBB &
KENNEDY (1985), uma das principais caracteristicas de broncopneumonias
como a MPB é a presenca do Grandes quantidades de exsudato fibrinocelular
nos bronquios e bronquiolos e, de acordo com GONCALVES (2004), a
movimentacdo destes liquidos nas vias aéreas, com a respiracdo, estimula a
tosse.

RADOSTITS et al. (2000), citam a presenca de secrecao nasal bilateral
mucopurulenta como um sinal tipico da MPB natural, mas VESTWEBER et al.,
(1990a) observaram apenas discreta secrecdo nasal purulenta bilateral em
bovinos as 72 horas apés a inducdo da MPB, 0 que esta mais condizente com

a intensidade das secrec¢fes nasais presentes nos animais deste experimento.
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B) Tosse (S24 a S32):

Apoés a inducdo da MPB, os animais apresentaram tosse espontanea,
que foi mais freqientemente umida (S24) e profunda (S27) do que seca (S25)
e superficial (S26). Aparentemente, nos animais do Gl a tosse foi menos
freqlente e intensa do que naqueles do Gll, Glll e GIV e os animais do Glll e
GIV tenderam a tossir mais, e mais intensamente, que os bezerros do Gll. Em
relacdo a tosse induzida, esta também tendeu a ser mais Umida (S28) e
profunda (S31) do que seca (S29) e superficial (S30) e a ocorrer mais vezes e
em maior intensidade nos animais do GIV e Glll, se comparados aqueles do
Gll e GI. A facilidade de inducéo do reflexo de tosse (S32) tendeu a ser maior
nos animais do GlI, Glll e GIV, em relacédo aos bezerros do Gl (Anexos 3).

De acordo com RADOSTITIS et al. (2000) e RADOSTITS et al. (2002),
a tosse seca e superficial indica inflamacédo das VAAs, e, neste estudo, 0s
animais que apresentaram este tipo de tosse provavelmente experimentaram
inflamacdo das cavidades nasal e nasofaringeana em decorréncia da
colonizacdo pela cepa de M. haemolytica Al inoculada no pulméo e/ou por
outros agentes bacterianos comensais das VAASs. Isso foi demonstrado pelos
resultados dos cultivos microbiolégicos de swabs colhidos destas regides apos
a inoculacao (item 5.3) e, também, pelo aumento de tamanho dos linfonodos
regionais (item 1V), como provavel resposta a inflamacao das VAAs.

Segundo RADOSTITS et al. (2002), a presenca de tosse uUmida e
profunda nas broncopneumonias, como a MPB, indica que o animal esta
expectorando o exsudato inflamatorio intrapulmonar. Assim, a tendéncia da

tosse ser mais Umida e profunda e mais freqiente e intensa nos grupos
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experimentais com maior tempo de evolugdo da MPB poderia estar
sinalizando a consolidacdo dos processos de resolucdo das lesdes
broncopneuménicas, do Gl (12 h) para GIV (72 h), pois, com tosses mais
freqlentes e intensas, 0 exsudato presente nas vias aéreas intrapulmonares
seria depurado mais rapidamente, permitindo melhor ventilacdo das areas de
trocas gasosas anteriormente obstruidas pelo exsudato inflamatério e,

consequentemente, melhora do quadro broncopneumanico.

C. Alteracdes da Atividade Respiratoria (S13 a S18; S80, S83):

Os bezerros desta pesquisa apresentaram febre (S81) e, em alguns
animais, perceberam-se manifestacées indicativas de dor em reposta a
palpacdo profunda do térax (S71 a S73). Nas primeiras horas ap6s a inducéo
da MPB, antes do momento 12 horas, é possivel que alguns animais deste
trabalho também tenham sentido dores, de intensidade variavel, a respiracao,
pois, de acordo com WEEKLEY et al. (1998b), as pleuras sdo dotadas do
Grande inervacdo e, quando estdo inflamadas e se rogcam, 0s animais
manifestam sinais que indicam dor ao respirar.

A necessidade de perder calor, por causa da febre e do aumento do
metabolismo basal decorrentes da infeccdo pela M. haemolytica Al,
juntamente com a ocorréncia de dor a respiracdo, sdo as duas causas mais
frequentes de taquipnéia, definida como respiracdes rapidas e superficiais
(DIRKSEN et al., 1993; RADOSTITIS et al., 2000; RADOSTITS et al., 2002).
Entretanto, nos momentos do curso da MPB avaliados neste trabalho, 12, 24,

48 e 72 horas, nenhum animal apresentou respiracdo rapida e superficial.
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Provavelmente, nestes periodos do curso da doenca ja teria ocorrido o
acumulo de efuséo inflamatéria nas cavidades pleurais, separando os folhetos
visceral e parietal, e/ou estes folhetos estariam presos uns aos outros, devido
a formacdo de aderéncias. Segundo DIRKSEN et al. (1993), a presenca de
efusdo ou aderéncias diminui a dor durante os movimentos respiratorios e sao
observadas apds as primeiras horas do curso da MPB.

Todos os bezerros apresentaram FRs aumentadas (S83) e, na maioria
dos casos, a amplitude dos movimentos respiratérios aumentou (S14 a S18) a
ponto de a respiracao tornar-se dificil ou laboriosa, o0 que RADOSTITS et al.
(2000) definiram como dispnéia. A observacdo de hiperpnéia em alguns
animais deste experimento estd de acordo com os achados de ALLAN et al.
(1985a).

A abducédo da articulacdo umerorradial (S14) foi observada em um
animal do GI (12 h) e em outro do GIV (72 h), que também apresentou
distenséo da cabeca e pescoco, respiracdo com a boca aberta e abertura dos
membros toracicos (Figura 6). A abducéo da articulagdo umerorradial também
foi descrita na MPB natural por WEEKLEY et al. (1998b) e, segundo
RADOSTITS et al. (2002), € um sinal que indica dispnéia inspiratéria. A
tendéncia de diminuicdo da distensdo da cabeca e pescoc¢o (S13), tanto em
freqiéncia quanto em intensidade, nos animais do Gl para aqueles do GIV,
seria um indicio de tendéncia de diminuicdo da dificuldade inspiratoria com o
aumento do tempo de evolugcdo da MPB.

Os aumentos da amplitude dos movimentos toracicos, tanto a

inspiracdo (S15) quanto a expiracdo (S17), foram predominantemente leves
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nos bezerros dos grupos Gl a Glll e leves e moderados nos animais do GIV. A
amplitude dos movimentos abdominais a inspiracao (S16) e a expiracéo (S18),
por sua vez, mostrou aumentos leves a intensos, 0s quais, aparentemente,
tenderam a ser mais frequientes e graves do Gl (12 h) para GIV (72 h),
sugerindo tendéncia de predominio do componente expiratorio na dispnéia
mista com aumento do curso da MPB nos animais desta pesquisa. Esta
respiracdo predominantemente abdominal € condizente com os achados de
FAGLIARI (2003), mas o autor ndo estabeleceu relacdo entre a frequéncia e
intensidade das respiracdes abdominais e o curso da MPB experimental.

Nos estagios precoces das broncopneumonias, a congestdo e o edema
dificultariam a expansdo pulmonar e, portanto, a entrada do ar, causando
dispnéia inspiratéria. A medida que o curso das broncopneumonias avanca, o
liquido inflamatério passa para a luz dos brénquios e bronquiolos, dificultando
a saida de ar dos alvéolos, o que levaria a dispnéia expiratoria (GONCALVES,
2004). Quando essas alteracfes ocorrem simultaneamente, diz-se que o
animal apresenta dispnéia mista (GONCALVES, 2004).

Outro achado que sugere o predominio do componente expiratorio da
dispnéia mista com o aumento do tempo de evolucdo da MPB, do GI (12 h)
para GIV (72 h), é a presenca de estridor expiratorio do tipo ronco. Nos
animais do Gl (12 h), este estridor ndo foi ouvido; no GllI (24 h), foi ouvido em
um animal e sua intensidade era leve; no GllI (48) foi ouvido em dois animais,
com intensidade leve em um deles e em outro com intensidade moderada; no
GIV (72 h), foi ouvido em trés animais, uma vez com intensidade leve e duas

com intensidade moderada. Segundo RADOSTITS et al. (2000), este ronco
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expiratério geralmente € ouvido nos casos graves de MPB ou naqueles com
alguns dias de duracdo, quando a dispnéia € intensa.

Os aumentos concomitantes da frequéncia e amplitude dos movimentos
respiratorios também poderiam ser justificados, a luz dos achados de
FAGLIARI (2003), pelo desenvolvimento de hipoxemia e hipercapnia nos
bezerros ap6s a inducdo da MPB, ou seja, 0s animais teriam aumentado a
freqiéncia e a profundidade dos movimentos respiratorios na tentativa de
captar mais O, e eliminar o CO; e, assim, restabelecer padrbes de trocas
gasosas compativeis com a vida, pois a difusdo e a ventilacdo se tornam
dificeis em areas onde as vias aéreas e 0 parénquima pulmonar estédo
preenchidos por liquido de edema ou exsudato inflamatorio.

Nos momentos avaliados nesta pesquisa, 12, 24, 48 e 72 horas, a
necessidade de sobreviver pareceu ser mais premente que aquela de
proteger-se da dor que possa ter ocorrido devido a pleurite e, por isso, 0s
animais apresentaram quadros de hiperpnéia a dispnéia mista, em detrimento
de respiracdes rapidas e superficiais, a semelhanca do que RADOSTITIS et al.
(2000) descreveram como manifestacdes respiratérias tipicas de bovinos com
MPB natural.

Em sintese, os animais dos grupos Gl a GIV apresentaram hiperpnéias
a dispnéias mistas, caracterizadas por aumentos da amplitude dos
movimentos abdominais mais intensos e frequentes que aqueles do térax, com
a ocorréncia de roncos expiratorios ou de alteracdes posturais como distenséo

da cabeca e pescoco e abducao da articulagdo umerorradial.
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D. Alteracfes dos Ruidos Respiratorios Normais
1.1 Aumento da Intensidade do Ruido Laringo-Traqueal - RLT (S33):
Observou-se discreta tendéncia de aumento da intensidade do RLT nos
animais do Glll e GIV, em relacdo aqueles do Gl e Gll, e, na maioria das
vezes, este aumento foi mais intenso durante a expiracdo. Esta tendéncia
também estaria reforcando a tendéncia de agravamento da dispnéia
expiratéria com o aumento do tempo de evolucédo da MPB, do GI (12 h) para
GIV (72 h), em conformidade com o que foi exposto anteriormente.

Neste experimento, o aumento da intensidade do RLT ocorreu
devido ao aumento da frequéncia e amplitude dos movimentos respiratérios
(item IV-C), os quais seriam, segundo RADOSTITS et al. (2000), RADOSTITS
et al. (2002) e GONCALVES (2004), as causas desta alteracdo, que esta de
acordo com as observacfes de ALLAN et al. (1985a), VESTWEBER et al.

(1990a), (RADOSTITS et al., 2000) e FAGLIARI (2003).

1.2 Aumento da Intensidade dos Ruidos Traqueo-Brénquicos - RTB (S36,
S37) e Ruidos Brénquio-Bronquiolares - RBB (S38, S39):

O RTB foi avaliado nos quadrantes um e trés de ambos os pulmdes,
engquanto que o RBB foi avaliado nos quadrantes dois e quatro, pois, segundo
GONCALVES (2004), o RTB € auscultado no terco anterior do térax e o RBB
nos dois tercos posteriores.

No pulmao direito, o aumento do RTB (S36) tendeu a ser moderado no
GI (12 h), foi leve no GlI (24 h) e tendeu a ser leve a moderado no Gl (48 h) e

GIV (72 h). O aumento do RBB (S38) no pulméo direito tendeu a ser
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moderado no GlI, leve no GIll, moderado no Glll e leve a moderado no GIV.
Portanto, ndo foram observadas tendéncias de aumentos do RTB e do RBB no
pulmé&o direito com o avancar da MPB.

No pulméo esquerdo, 0 aumento do RTB (S37) tendeu a ser moderado
no Gl, leve no Gll e leve a moderado no Glll e GIV. O RBB (S39) tendeu a
apresentar aumentos moderados no GIl, a estar normal a levemente
aumentado no Gll, a estar moderadamente aumentado no GlIl e estar normal
a moderadamente aumentado no GIV. Nao foram observadas tendéncias de
aumentos do RTB e do RBB no pulméo esquerdo com o avancar da MPB.

Neste experimento, dois fatores podem ter determinado o aumento da
audibilidade do RTB e do RBB, a auscultacdo toracica: (1) a producdo de
ruidos mais altos, devido ao aumento da frequéncia e amplitude dos
movimentos respiratorios, ou (2) a maior propagacao de ruidos normais em
tecidos pulmonares com densidade aumentada, devido a inflamacdo ou
consolidac&o, como se observa nos casos de MPB (RADOSTITS et al., 2000).

A nao constatacdo de tendéncias de aumentos da intensidade do RTB e
do RBB, sobretudo no pulméao direito, com o aumento do tempo de evolugéo
da MPB, acompanhando as tendéncias de aumento da freqtiéncia e amplitude
dos movimentos respiratorios discutidas anteriormente, poderia ser explicada
pelos seguintes fatores. Em primeiro lugar, pode-se supor uma provavel
diminuicdo da densidade do parénquima pulmonar, devido a diminuicdo do
edema inflamatdrio intersticial com a evolucdo da MPB, uma vez que se
observaram tendéncias, a auscultacdo, de crepitacbes mais freqlentes e

intensas do Gl (12 h) para GIV (72 h) na regido cranioventral direita, a qual
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seria, segundo RADOSTITS et al. (2000), a regidao aonde mais freqiientemente
se encontram as consolidacdes na MPB. Outra possibilidade seria, no caso da
auscultacdo dos quadrantes toracicos ventrais (QD3, QD4, QE3 e QE4), a
presenca de exsudato nas cavidades pleurais, tornando os RTB e RBB mais
abafados (RADOSTITS et al., 2000; RADOSTITS et al., 2002; GONCALVES,
2004).

Apesar de ndo serem notadas tendéncias de aumento da
intensidade do RTB e do RBB com a evolucdo da MPB nos grupos
experimentais, os aumentos da intensidade destes ruidos no presente estudo
estdo de acordo com os achados de ALLAN et. (1985a), VESTWEBER et al.

(1990a), RADOSTITS et al. (2000) e FAGLIARI (2003).

E) Ruidos Adventicios:
1.1. Crepitacao (S34) e Sibilo (S35) Traqueais:

A presenca de crepitacdo na traquéia (S34) foi evidenciada em
intensidade moderada em um animal do Gl (12 h) e em outro do GIV (72 h),
engquanto que o sibilo tragueal foi auscultado em intensidade leve em animal
do GI (12 h) e em outro do Glll (48 h). Segundo RADOSTITS et al. (2002),
estes ruidos adventicios se devem ao acumulo de muco ou exsudato na luz da
traguéia. Neste experimento, estes ruidos ocorreram provavelmente devido a
presenca de exsudato pulmonar em quantidades significativas na luz desta via
aérea de conducdo, os quais estavam sendo transportados a faringe ou

cavidades nasais pelo aparelho mucociliar, com o auxilio da tosse, pois todos
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0S animais tossiram espontaneamente um pouco antes da auscultacdo da

traquéia.

1.2 Toracicos
1.2.1 CrepitacOes Grossas (S40 a S43; S44 a S47):

No pulmé&o direito, observou-se tendéncia de aumento da frequéncia e
intensidade das crepitacdes grossas no QD1 (S40) do Gl para GIV. No QD2
(S41), apenas dois animais do Gl (12 h) ndo apresentaram crepitacdes
grossas e esta tendeu a apresentar intensidade moderada a leve em todos os
grupos. No QD3 (S42), observou-se tendéncia de aumento da frequéncia e
intensidade das crepitacGes grossas do Gl para GIV. As crepitacdes grossas
no QD4 (S43) foram auscultadas em quase todos os animais do experimento,
com intensidade variando entre leve a moderada.

No pulméo esquerdo, a presenca de crepitacdo grossa no QE1 (S44)
ndo apresentou tendéncia de aumento da freqiéncia ou da intensidade do Gl
para GIV, sendo auscultada em quatro animais de cada grupo e em
intensidade predominantemente leve. No QE2 (S45), a crepitacdo grossa
tendeu a ser mais frequente do Gl para GIV e a intensidade tendeu a diminuir,
de moderada para leve. As crepitacfes grossas no QE3 (S46) tenderam a ser
menos frequentes e intensas nos bezerros do Gll, quando comparados
aguelas dos grupos GlIl e GIV e, principalmente, do Gl. No QE4 (S47), as
crepitacdes grossas mostraram tendéncia de diminuicdo da frequéncia do Gl

para a Gll, GIV e Glll e a intensidade variou de leve a grave.
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A tendéncia de aumento da freqiiéncia e da intensidade das crepitacfes
grossas auscultadas no QD3 com o aumento do tempo de evolu¢do da MPB
estaria indicando, provavelmente, a passagem de maiores quantidades de
exsudato inflamatoério para a luz das vias aéreas das porcdes ventrais do
pulméo cranial direito. Segundo RADOSTITS et al. (2000), esta seria a regido
pulmonar primariamente acometida nos casos de MPB e, com um tempo
maior de evolucdo da doenca, o exsudato inflamatdrio presente no intersticio
pulmonar desta area provavelmente estaria alcancando as luz das vias aéreas
em maiores quantidades.

A tosse e a propria movimentacdo do ar durante a respiracdo podem
deslocar exsudatos inflamatérios comumente observados nas regides
pulmonares inflamadas, em decorréncia da MPB, para vias aéreas contiguas
ou de segmentos pulmonares ainda ndo acometidos. Deste modo, a
localizacdo de uma area pulmonar inflamada a partir da presenca de
crepitacdes poderia se tornar dificil, uma vez que estas ndo necessariamente
estariam indicando inflamacao das areas em que foram auscultadas.

Por outro lado, com a evolu¢éo do curso da MPB, as lesGes pulmonares
provocadas pela M. haemolytica A1 podem ter se expandido para areas mais
caudodorsais do pulméao direito, justificando a auscultacdo de crepitacdes no
QD1, em que se observou tendéncia de aumento da frequéncia e da
intensidade com a evolucdo da doenca, bem como nos quadrantes QD2 e
QDA4.

Em muitos casos, as lesées da MPB tendem a acometer os pulmdes

direito e esquerdo (RADOSTITS et al., 2000), o que justificaria a auscultacao
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de crepitacdo grossa nos quadrantes do pulmdo esquerdo, assim como de

ruidos normais de intensidade aumentada e de outros ruidos adventicios.

1.2.2 Sibilos (S48 a S50; S51 a S54):

A presenca de sibilos no pulmé&o direito foi pouco freqlente nos animais
deste experimento, ocorrendo em apenas oito animais e sempre em
intensidade leve. Foram auscultados no QD1(S48) em um animal dos grupos
Gl, Gll e GIV, no QD2 (S49) em um animal do GllI e dois do Glll e no QD3
(S50) em um animal do Gl e um do GIV. No pulmao esquerdo, auscultaram-se
sibilos de intensidade leve em quatro bezerros do Glll, sendo um em cada
quadrante QE1 (51), QE2 (52), QE3 (53) e QE4 (54). Em geral, os sibilos
foram auscultados no final da inspiracdo e, segundo DIRKSEN et al. (1993) e
GONCALVES (2004), estariam indicando estreitamentos das vias aéreas pela

deposicao e aderéncia de secrecdes viscosas.

1.2.3 Inspiracao Interrompida (S75 a S79):

As inspiracfes interrompidas foram auscultadas no QD1 (S75) em dois
animais do GlI e GlllI, sendo que, em ambos os grupos, a intensidade foi leve
em um animal e moderada em outro. No QD3 (S76), esta foi auscultada em
intensidade leve e moderada em dois animais do Gll e em intensidade
moderada em um animal do GlIl. No QD4 (S77), a inspiracao interrompida foi

percebida apenas em um animal do Glll, ocorrendo em intensidade moderada.
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No pulméo esquerdo, perceberam-se inspiracfes interrompidas nos
quadrantes QE1 (S78) e QE3 (S79) e, em ambos 0s casos, foram acometidos
dois animais do Gll e GIV, todos com intensidade moderada.

Na maioria das vezes, as inspiracdes interrompidas foram auscultadas
com a parede toracica movimentando-se de uma unica vez, o que, segundo
GONCALVES (2004), estaria indicando obstrucao sequencial de brénquios e
bronquiolos com liquido em quantidade e viscosidade insuficientes para
provocar crepitacdes grossas. Poucas vezes, o térax se movimentou em dois
tempos, o que, segundo GONCALVES (2004), sugere dor a respiracdo. Como
ndo se observou diminuicdo concomitante da amplitude dos movimentos
respiratorios, sobretudo da parede toracica, as inspiracfes interrompidas
percebidas nestes animais provavelmente ocorreram devido a excitacdo

psiquica (GONCALVES, 2004).

1.2.4 Diminuicdo Relativa da intensidade do Ruido Traqueo-brénquico
(RTB) nos quadrantes QD3 (S64) e QE3 (S66), Diminuicdo Relativa da
intensidade do Ruido Brénquio-bronquiolar (RBB) no quadrante QD4
(S65) e Sub-macicez (S67 a S70):

Nos animais em que o0 RTB e o RBB estavam mais audiveis, o0 aumento
da intensidade destes ruidos foi observado em todo o campo de auscultacédo
do RTB, o terco anterior do térax, e do RBB, os dois tercos posteriores.
Entretanto, na extremidade ventral dos quadrantes QD3, QE3 e QD4, numa

area correspondente ao diametro do diafragma do estetoscopio, 0s aumentos
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da intensidade do RTB e do RBB foram menos intensos, relativamente ao que
se auscultou nas regifes mais dorsais.

A auscultacao de RTBs relativamente menos intensos na por¢ao ventral
no QD3 (S64) tendeu a ser mais frequiente nos animais do GIV (72 h), em
relacdo aos grupos com menor tempo de evolucdo da MPB, e essa diminuicédo
da intensidade tendeu a ser leve, com dois animais apresentado diminuicao
moderada. Na por¢éo ventral do QD4 (65), a diminuicdo do RTB ocorreu de
forma leve em apenas um animal do Glll e em dois do GIV.

No hemitérax esquerdo, observou-se RTB relativamente menos intenso
na porcao ventral do QE3 (S66), com diminuicdo de intensidade leve em um
animal do Gl e em outro do Gll, enquanto que, no GIV, isso ocorreu em dois
animais, sendo leve em um e moderada em outro.

A deteccdo de sub-macicez na porcao ventral do QD3 (S67) mostrou
tendéncia de aumento na frequéncia do GI (12 h) para GIV (72 h) e a
intensidade variou de leve a moderada. A sub-macicez no QD4 (S68) foi
observada em dois animais Gll (24 h), sendo leve em um e moderada em
outro, e em intensidade leve em dois bezerros do Glll e em um do GIV.

No hemitérax esquerdo, a sub-macicez na porcao ventral do QE3 (S69)
ocorreu de forma leve, sendo observada em um animal do GI, Gll e Glll e em
dois do GIV. No QE4 (S70), apenas um bezerro do Gl e outro do GIV
apresentaram sub-macicez leve.

A auscultacdo de RTBs e RBBs relativamente menos elevados nas
extremidades dos quadrantes pulmonares ventrais de ambos os pulmdes,

direito e esquerdo, estaria indicando, segundo RADOSTITS et al. (2000),



Resultados e Discussao 119

RADOSTITS et al. (2002) e GONCALVES (2004), aumento da reflexdo dos
ruidos respiratérios pelo acumulo de efusdo pleural. A tendéncia de aumento
da frequéncia de animais com RTBs e RBBs abafados do Gl (12 h) para GIV
(72 h) poderia estar indicando o aumento do niumero de animais com efusdes
pleurais na cavidade toracica, a medida que o tempo de evolucdo da MPB
aumentou.

A presenca de sub-macicez nas extremidades dos quadrantes ventrais
do pulméo direito em alguns bezerros, a percussao toracica, ocorreu,
provavelmente, devido ao preenchimento dos espacos intersticiais por
exsudato inflamatério (GONCALVES, 2004), o que, segundo RADOSTITS et
al. (2000), é muito comum nesta regido do pulmdo em bovinos com MPB.
Outra causa possivel seria a atelectasia (GONCALVES, 2004), mas esta
poderia ser descartada por que ndo ocorreram areas de siléncio pulmonar,
mas apenas diminuicdes relativas do RTB e do RBB, indicando que as vias
aéreas permaneceram patentes.

A tendéncia de um maior numero de bezerros com sub-macicez nas
extremidades dos quadrantes ventrais do pulmao direito, do Gl (12 h) para GIV
(72 h), poderia ser explicada, provavelmente, pelo maior acimulo de exsudato
inflamatorio nestas areas, por causa do efeito mais prolongado exercido pela
gravidade, a medida que o tempo de evolucdo da MPB aumentou. Esta
tendéncia natural poderia sugerir agravamento da consolidacdo na regiao
ventral no GIV (72 h), mas, em contrapartida, observou-se tendéncia de
aumento da frequéncia e intensidade das crepitacdes grossas no QD3 nos

animais deste grupo, em relacdo aqueles em que o tempo de inducdo da
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doenca era menor. Isso poderia estar indicando uma movimentacdo do
exsudato do intersticio para as luz das vias aéreas, de modo que este possa
ser expelido com a tosse, mostrando que o processo de resolucdo da
inflamacéo estaria mais adiantado nos animais do GIV, se comparado aqueles
dos grupos com menor tempo de evolucdo da MPB. Outra causa provavel
para o aumento da frequéncia de sub-macicez nas extremidades dos
guadrantes ventrais do pulméao direito, do Gl (12 h) para GIV (72 h), seria 0
acumulo de efusdo nas cavidades pleurais, pois, segundo WEEKLEY et al.
(1998a), este achado se torna mais comum em bovinos com MPB a medida
gue a doenca evolui.

1.2.5. Roce Pleural (S55):

O ruido de roce pleural (S55) foi auscultado apenas em um bezerro do
grupo Gl (24 h), no QD3 e com intensidade leve. Este ruido indica inflamacéo
das pleuras parietal e visceral (WEEKLEY et al., 1998b), mas o fato de ter sido
auscultado em apenas um bezerro, dentre os 28 utilizados neste experimento,
ndo significa que apenas este bezerro tenha desenvolvido pleurite, pois,
segundo DIRKSEN et al. (1993), a movimentacdo dos folhetos pleurais
inflamados em bovinos geralmente ndo produz roce pleural, pois a presenca
de exsudato na cavidade toracica reduz o rocar ou, caso ocorram aderéncias,

este sera impedido.

1.2.6 Propagacéao Cardiaca (S56 a S63):
Os batimentos cardiacos foram auscultados em todos os quadrantes

dos hemitéraces direito e esquerdo, com intensidade variando, de um animal
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para outro, entre leve a moderada. De uma maneira geral, o nimero de
animais com ampliacdo da auscultacdo dos batimentos cardiacos para QD2,
QD4, QE2 e QE4 foi mais baixo nos grupos Gl a Glll, se comparados aqueles
do GIV, mas ndo foram observadas tendéncias de ampliacbes mais
expressivas das areas de auscultacdo dos batimentos cardiacos com a
evolucdo da MPB, do Gl (12 h) para GIV (72 h).

Este tipo de alteracdo ocorre, segundo DIRKSEN et al. (1993), devido
ao aumento da densidade do parénquima pulmonar por infiltracdo de exsudato
inflamatoério, que € uma caracteristica marcante de areas pulmonares
inflamadas ou consolidadas em decorréncia da MPB (RADOSTITS et al.,
2000). Portanto, as lesdes induzidas pela cepa de M. haemolytica Al utilizada
neste experimento provavelmente tornaram o tecido pulmonar adjacente ao
coracdo mais denso, de forma que os batimentos cardiacos foram auscultados
em todos os quadrantes.

A primeira vista, a mencéo de auscultacdo de batimentos cardiacos em
todos os quadrantes pulmonares poderia sugerir a presenca de lesbes
pulmonares demasiado extensas em todos 0s animais. Entretanto,
considerando-se os tracados das linhas divisorias dos quadrantes propostos
para este experimento, é mais provavel que, na maioria dos animais, as lesdes
tenham se concentrado em segmentos pulmonares mais centrais, ou seja, has
regides subjacentes a intersecdo entre as linhas vertical e horizontal, pois, em
geral, a auscultacdo dos batimentos cardiacos nos quatro quadrantes confluia
para o centro do térax. Nos animais do GIV, devido ao maior tempo de curso

da MPB, é provavel que as lesdes tenham sido um pouco mais amplas,
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acometendo campos pulmonares mais caudodorsais, pois, em alguns casos a
auscultacao dos batimentos cardiacos foi além da area central do torax. Além
disso, alteracdes psiquicas decorrentes da manipulacdo dos bezerros durante
o exame fisico podem ter aumentado a frequéncia e intensidade dos
batimentos cardiacos, contribuindo para a ampliacdo das areas de

auscultacdo, mesmo na auséncia de tecido pulmonar mais denso.

F. Sensibilidade Dolorosa no Torax (S71 a S74):

No hemitérax direito, a palpacdo profunda do QD1 (S71) induziu
reacoes indicativas de dor leve em dois animais do GllIl e de dor moderada em
um bezerro de cada um dos demais grupos, Gl, Gll e GIV. A palpacéo
profunda do QD3 (S72) eliciou expressdes de dor moderada em um bezerro
de cada um dos quatro grupos, Gl a GlIV, e, no Glll, outro animal apresentou
manifestacfes de dor leve.

No hemitérax esquerdo, a palpacédo profunda do QE1 (S73) induziu dor,
manifestacdo condizente com dor leve em um animal do GI, enquanto que a
palpacdo profunda sobre o QE3 (S74) eliciou reacfes dolorosas em um
bezerro do Gl e em outro do GIV, ambas em intensidade moderada.

Embora os animais ndo tenham exteriorizado sinais clinicos que
indicassem dor a respiracdo, nos momentos do curso da MPB avaliados 12,
24, 48 e 72 horas, como respiracOes rapidas e superficiais, a palpacao
profunda dos hemitéraces conseguiu eliciar, em alguns animais, sinais que
indicavam dor, como o gemido, a tosse, o olhar para o costado ou a tentativa

de esquivar-se durante a palpacdo. Estas respostas foram observadas a



Resultados e Discussao 123

palpacao profunda dos QD1, QD3, QE1 e QE3, ou seja, de regides anteriores
de ambos os pulmdes, o que estaria indicando localizacdo anterior das lesdes
pulmonares da MPB, incluindo a pleurite, conforme as descricdes de
RADOSTITS et al. (2000).

Em suma, pode-se dizer que ocorreram tendéncias de melhora dos
quadros de MPB a medida que o curso da doenca aumentou, do Gl (12 h)
para GIV (72 h). Estas tendéncias foram notadas em relacdo ao estado geral
dos animais, as alterac6es do sistema cardiovascular e oculares e, dentro do
bloco de alteracdes do sistema respiratorio, a observacéo de secrecdes nasais
mais frequentes e intensas, de tosse mais Umida e produtiva, de diminui¢cao da
dispnéia inspiratéria e aumento da dispnéia expiratéria e de aumento da
freqléncia e intensidade das crepitacdes grossas, sobretudo no QD3, também
sinalizaram melhora clinica da MPB com o tempo, conforme as discussdes
apresentadas no estudo descritivo dos blocos de sinais clinicos, apresentado

anteriormente, em cada item.
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5.2 HEMOGRAMA

Os resultados dos hemogramas realizados sete dias antes da
inoculagéo da cepa D153 de M. haemolytica Al, para obtencdo da variacéo
basal, e as 12, 24, 48 e 72 horas apés a inducdo da MPB, respectivamente
nos grupos Gl a GIV, sdo apresentados nas Tabelas 10 a 13, Grafico2 a 4 e
Anexos 4.

Os valores médios do numero de hemacias, concentracdo de
hemoglobina e volume globular obtidos antes da inducdo da MPB nos
bezerros dos grupos Gl e GlI (Tabela 10) foram um pouco inferiores as faixas
de referéncia apresentadas por FAGLIARI et al. (1998), mas se mantiveram
dentro dos limites daquelas citadas para bovinos por JAIN (1986). Nos exames
fisicos realizados imediatamente antes da colheita do sangue, ndo foram
observados sinais de anemia, como palidez das mucosas, nos bezerros
destes grupos. Entretanto, como alguns animais dos grupos Gl e Gli
apresentaram quadros de babesiose no inicio da fase de adaptacdo, €
possivel que alguns destes animais estivessem com anemia ho momento da
realizacdo do hemograma, justificando a ocorréncia de valores marginais para
0s constituintes dos eritrogramas basais.

Os valores dos componentes do leucograma dos animais dos grupos
Gl e Gll e de todas as variaveis do hemograma dos bezerros dos grupos Glll e
GIV, obtidos antes da indugdo da MPB, se mantiveram dentro das faixas de
referéncia de bezerros da raca Holandesa, sadios, com idade de
aproximadamente 30 dias apresentadas por FAGLIARI et al. (1998) e

daquelas de bovinos sadios citadas por JAIN (1986).
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De acordo com os resultados das analises de variancia (Tabela 11),
efeitos significativos (P < 0,05) do fator de variacéo lote sobre as variaveis dos
hemogramas realizados antes da inducdo da MPB, variacdo basal, foram
observados apenas em relacdo numeros meédios de basdfilos e mondcitos.
Provavelmente, isso ocorreu devido a uma maior variabilidade dos numeros
destes dois tipos celulares entre os bezerros dos grupos Gl a GIV dentro de um
determinado lote, se comparada aquelas observadas nos outros lotes, pois as
condi¢cbes climaticas dos diferentes periodos do ano em que os lotes foram
trabalhados ndo deveriam, aparentemente, influenciar estas variaveis, ao
contrario do que se observou em relacdo da frequéncia respiratdria, como foi
discutido no item 5.1. Ainda assim, deve-se ratificar que o cuidado
metodolégico de se colocar um bezerro de cada um dos quatro grupos
experimentais, Gl a GIV, em todos os lotes, L1 a L7, foi pertinente.

As analises de variancia (Tabela 11) realizadas para avaliar a influéncia
do fator grupo sobre as variaveis dos hemogramas basais indicaram que
apenas 0 numero de hemécias e o0 volume globular sofreram efeitos
significativos (P < 0,05) deste fator.

Os resultados dos testes de Tukey (Tabela 12) mostraram que 0 nimero
de heméacias do grupo Gl (12 h) foi significativamente (P > 0,05) mais baixo que
o do grupo GIII (48 h), mas os valores destes dois grupos nao diferiram dos
resultados obtidos para GlI (24 h) e GIV (72 h), que também foram iguais entre

Si.
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TABELA 12. Comparacgao entre os grupos Gl a GIV em relacdo as medias absolutas
da contagem de heméacias (He) e do volume globular (VG), determinados antes da
inducdo da Mannheimiose Pneuménica Bovina com a cepa D153 da M. haemolytica
Al.

GRUPO He (x 10%/ul) VG (%)
Gl (12 h) 6,48 a 26,29 a
Gll (24 h) 8,56 ab 27,94 a
GlIl (48 h) 8,37b 33,71a
GIV (72 h) 7,80 ab 32,43 a

* Médias seguidas de mesma letra indicam diferencas néo significativas pelo Teste de Tukey (P > 0,05)

Em relacdo ao volume globular, o teste de Tukey (Tabela 12) nao
identificou diferencas entre os grupos Gl a GIV, provavelmente por que as
diferencas detectadas pela andlise de variancia (Tabela 11) foram muito sutis e,
assim, os grupos foram considerados iguais em relacdo a esta variavel. O
efeito do fator grupo sobre o nimero de hemacias se deve, provavelmente, a
ocorréncia de quadros clinicos de babesiose nos animais do Gl (12 h) e Gll (24
h) durante o periodo de adaptac&do, como se discutiu anteriormente.

Apoés a inducdo da MPB, obtiveram-se as seguintes médias + desvios
padrdes para o nimero de hemécias: 8,38 + 2,92 x 10%ul no GI (12 h), 7,37 +
1,19 x 10%ul no GIl (24 h), 8,02 + 0,98 x 10%ul no GlII (48 h) e 8,29 + 0,98 x
10%ul no GIVI (72 h), como demonstrado na Tabela 10. Ocorreram aumentos
do nimero de hemécias no GI, Gll e GIV apés a inducdo da MPB, ao passo
gue no Glll a contagem diminuiu, mas, em todos 0s grupos, as alteragcdes em
relagéo aos valores basais ndo foram significativas (Tabela 10 e Gréfico 2) .

A contagem de hemécias do grupo Gl (12 h) foi um pouco superior
aquelas obtida por BOUREAU et al. (1998), 7,60 + 0,55 x 10%ul, e por
FAGLIARI (2003), 7,69 + 0,91 x 10%ul (Tabela 3). Em ambos os trabalhos, o

namero de heméacias aumentou apés a inducdo da MPB, mas 0s autores nao
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encontraram diferenca estatistica em relacdo aos valores basais, 0 que esta de

acordo com observado nesta pesquisa (Tabela 10).

9,00 - EHemacias (Pré)
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,001
2,00
1,00
0,00+

W Hemacias (Pés)

(x 10%ul)

Gl Gll Glll GIV

12,00+ @ Hemoglobina (Pré)

0 Hemoglobina (Pré)
10,00+

8,00+

6,00+

g/dl

4,00+
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0,00+
Gl Gll Glll GIv

40,00 mVG (Pré)

30,00+
25,00+

%

20,00+
15,00+
10,00+

5,00+

0,00+
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GRAFICO 2. Valores médios absolutos do nimero de hemécias (superior), concentracdo de hemoglobina
(central) e volume globular (inferior), obtidos antes da inocula¢éo da cepa D153 de M. haemolytica Al, variagdo
basal, e as 12, 24, 48 e 72 horas apo6s a indugdo da Manheimiose Pneumédnica Bovina, respectivamente, nos
bezerros dos grupos Gl a GIV.
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As 24 horas apo6s a inducdo da MPB, o nimero de heméacias obtido por
FAGLIARI (2003), 7,80 + 0,98 x 10%ul (Tabela 3), foi semelhante ao do grupo
Gll, 7,37 + 1,19 x 10%ul. O autor observou aumento do nimero de hemaécias
deste momento em relacdo ao valor basal, mas, assim como ocorreu neste
estudo, a diferenca ndo foi significativa (Tabela 10). FAGLIARI (2003), ndo
observou diferenca significativa entre as contagens de hemacias obtidas as 12
e 24 horas apos inducdo da MPB (Tabela 3), o que esta de acordo com os
resultados deste experimento (Tabela 11).

As 48 horas ap0s a inducdo da MPB, o nimero de hemécias do grupo
Glll (8,02 + 0,98 x 10%pul) foi menor que o valor basal, ao passo que, as 72
horas, o nimero de hemacias do grupo GIV (8,29 + 0,98 x 10°%ul) foi superior.
Em ambos os grupos, os resultados ndo diferiram (P > 0,05) dos valores
basais. N&o foram encontrados dados na literatura referentes ao numero de
hemacias as 48 e 72 horas apos a inducdo da MPB em bezerros.

Apoés a inducdo da MPB, obtiveram-se as seguintes médias + desvios
padrbes para a concentracdo de hemoglobina: 10,09 + 4,94 g/dl no GI (12 h),
8,81 + 1,47g/dl no Gl (24 h), 9,84 + 1,87g/dl no GllI (48 h) e 10,27 + 0,61g/dl
no GIV (72 h), como se observa na Tabela 10. A concentracédo de hemoglobina
aumentou nos grupos Gl, Gll e GIV e diminuiu no Glll, mas estas alteracdes
nao foram significativas (P > 0,05) quando comparadas aos respectivos valores
basais (Tabela 10 e Gréfico 2).

A concentracdo de hemoglobina dos grupos Gl (12 h) e GII (24 h) foram
menores que os valores obtidos por FAGLIARI (2003), respectivamente, 11,42

+1,15 g/dl e 11,30 £ 1,12g/dl (Tabela 3). O autor observou discreto aumento da
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concentracdo de hemoglobina as 12 e 24 horas apés a inducdo da MPB, mas,
a semelhanca do observado neste estudo, a diferenca em relacdo aos valores
basais nao foi significativa (Tabela 10). FAGLIARI (2003), ndo observou
diferenca significativa entre as concentracdes de hemoglobina obtidas as 12 e
24 horas apoés inducdo da MPB (Tabela 3), assim como o observado nesta
pesquisa (Tabela 11).

As 48 horas ap6s a inducéo da MPB, a concentracdo de hemoglobina do
grupo Glll (9,84 £ 1,87¢g/dl) diminuiu, ao passo que, as 72 horas, o valor obtido
no GIV (10,27 £ 0,61g/dl) foi mais elevado, mas estas diferencas nao foram
significativas (P > 0,05) em relac&o aos valores basais (Tabela 10). Nao foram
encontrados dados na literatura referentes a concentracdo de hemoglobina as
48 e 72 horas ap0s a inducdo da MPB em bezerros.

Os valores médios = desvios padrdes obtidos para o volume globular
apos a inducédo da MPB foram iguais a 35,14 + 15,48 % no Gl (12 h), 28,43 +
4,12 % no Gll (24 h), 32,43 £ 6,43 % no GlIl (48 h) e 32,57 + 1,40 % no GIV (72
h), como se observa na Tabela 10. O volume globular aumentou nos grupos Gl,
Gll e GIV e diminuiu no GlIl, mas estas altera¢cdes nao foram significativas (P >
0,05) quando comparadas aos respectivos valores basais (Tabela 10 e Grafico
2).

Os valores do volume globular dos grupos Gl (12 h) e GIlI (24 h) foram
menores que os obtidos por FAGLIARI (2003), respectivamente, 36,2 + 3,8 % e
37,7 + 4,1 % (Tabela 3). Este autor observou aumentos significativos (P < 0,05)
no volume globular de 12 e 24 horas apos a inducdo da MPB, em relacdo as

variacbes basais, o que diferiu do observado neste estudo (Tabela 10), e
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atribuiu estas alteracdes ao efeito da hemoconcentracédo provocada pelo jejum
hidrico imposto aos bezerros do experimento. FAGLIARI (2003), ndo observou
diferenca significativa entre os resultados do volume globular obtido as 12 e 24
horas apods inducdo da MPB (Tabela 3), assim como o observado nesta
pesquisa (Tabela 11).

As 48 horas ap6s a inducdo da MPB, o volume globular do grupo Gl
(32,43 £ 6,43 %) diminuiu, enquanto que, as 72 horas, o valor obtido no GIV
(32,57 + 1,40 %) foi mais elevado que a variacdo basal, mas estas alteractes
nao foram significativas (P > 0,05), como mostra a Tabela 10. Nao foram
encontrados na literatura dados sobre o volume globular para os momentos 48
e 72 horas apos a inducao da MPB em bezerros.

Quando os grupos GI a GIV foram comparados, em relacdo aos
resultados do numero de hemacias, concentracdo de hemoglobina e volume
globular obtidos apés a inducdo da MPB (Tabela 11), ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos. Ap0s a inducdo da MPB, os
resultados das variaveis do eritrograma obtidos para os grupos Gl a GIV
(Tabela 10) se mantiveram dentro das faixas de variacdo de referéncia
apresentadas por FAGLIARI et al. (1998) e JAIN (1986). Aparentemente, ndo
ocorreram modificagcdes no eritrograma dos bezerros inoculados com a cepa
D153 de M. haemolytica A1 que pudessem caracterizar a MPB nos momentos
pos-inoculacao avaliados, 12, 24, 48 e 72 horas.

Apoés a inducdo da MPB com a cepa D153 de M. haemolytica Al,
obtiveram-se as seguintes médias = desvio padroes para 0 numero de

leucécitos circulantes: 29,27 + 10,94 x 10%/ul no GI (12 h), 22,70 + 9,27 x 10%/ul
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no Gl (24 h), 16,75 + 8,18 x 10%/ul no GlIl (48 h) e 14,51 + 8,82 x 10%ul no GIV
(72 h). Todos os grupos experimentais, Gl a GIV, responderam & inoculacdo da
cepa D153 de M. haemolytica A1 com leucocitose (Tabela 10 e Gréfico 3), mas,
apenas no Gl (12 h) e GllI (24 h), as contagens de leucécitos apds a indugéo da
MPB foram significativamente (P < 0,05) mais elevadas que 0s respectivos

valores basais (Tabela 10).

H Leucécitos (Pré)
E Leucocitos (Pos)
H Metamieldcitos (Pré)

O Metamieldcitos (P6s)
HE Bastonetes (Pré)

O Bastonetes (Pds)
O Segmentados (Pré)

O Segmentados (P6s)

(x 10%p)

Gl Gl Glll GIV

GRAFICO 3. Valores médios absolutos do numero de leucécitos e de neutréfilos metamieldcitos, bastonetes e
segmentados obtidos antes da inoculacédo da cepa D153 de M. haemolytica A1, variagéo basal, e as 12, 24, 48 e
72 horas ap6s a indugao da Manheimiose Pneumbnica Bovina, respectivamente, nos bezerros dos grupos Gl a
GIV

A contagem média de leucadcitos do grupo Gl (12 h) foi superior a obtida
por BOUREAU et al. (1998), 24,92 + 8,03 x 10%yul. Assim como neste estudo
(Tabela 10), a contagem de leucdcitos obtida pelo autor citado também foi
superior (P < 0,05) ao valor basal (Tabela 3). Uma provavel causa para o

nimero de leucécitos mais baixo no trabalho citado seria o fato do indculo ser
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menos concentrado, 6,2 x 10° UFCs (Tabela 3), pois, de acordo com AMES et
al. (1985), as lesbes da MPB e a resposta leucocitaria dos animais sao
diretamente dependentes da concentracdo da M. haemolytica A1 no indculo.

Os resultados obtidos para os grupos Gl (12 h) e GIl (24 h) também
diferiram dos achados de FAGLIARI (2003), que obtiveram contagens de
leucécitos bem mais baixas, respectivamente, 10,65 + 1,42 x 10%/ul e 11,03 +
1,34 x 10/l (Tabela 3). Este autor ndo observou diferencas significativas (P >
0,05) entre cada momento e o respectivo valor basal e entre os dois momentos
pos-inoculacdo, 12 e 24 horas (Tabela 3), assim como ocorreu no presente
trabalho (Tabela 10). As contagens de leucocitos bem mais elevadas que
aquelas obtidas por FAGLIARI (2003), as 12 e 24 horas apés a inducdo da
MPB, poderiam ser explicadas pela possibilidade de a cepa D153 utilizada
neste estudo ser mais virulenta que a cepa 12296 utilizada por FAGLIARI
(2003), a qual, provavelmente, teria induzido resposta leucocitaria mais discreta
nos animais utilizados no referido trabalho.

As 48 horas ap6s a inducéo da MPB, a contagem de leucdécitos do grupo
Glll foi igual a 16,75 + 8,18 x 10°/ul. Apesar da leucocitose, este resultado ndo
diferiu significativamente (P < 0,05) da variacao basal (Tabela 10). Nao foram
encontradas na literatura citacfes sobre a contagem de leucdcitos as 48 horas
apos a inducdo da MPB em bezerros.

A contagem de leucdcitos obtida no grupo GIV (72 h), 14,51 + 8,82 x
10%ul, foi muito semelhante a encontrada por VESTWEBER et al (1990a),
14,45 + 7,45 x 10%ul, mas estes autores observaram diferenca estatistica em

relacdo ao valor basal (Tabela 3), o que n&o ocorreu no presente estudo
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(Tabela 10). Possivelmente, a auséncia de diferenca estatistica entre o valor
basal e aquele obtido as 72 horas, no grupo GIV, ocorreu devido a diminui¢ao
da resposta leucocitaria dos animais deste experimento com o aumento do
tempo de evolucdo da MPB, como demonstrado na Tabela 10 e Grafico 3, o
gue esta de acordo com as observacdes de McBRIDE et al. (1992). O numero
de leucadcitos obtidos no grupo GIV (72 h) foi significativamente inferior (P <
0,05) aquele obtido para o grupo Gl (12 h) (Tabela 1).

As médias * desvios padroes dos valores absolutos do numero de
neutroéfilos segmentados obtidos apos a inducdo da MPB foram iguais a 18,94 +
10,32 x 10°/ul no GI (12 h), 14,53 + 7,52 x 10%/ul no GllI (24 h), 8,81 + 6,25 x
10%ul no Gl (48 h) e 7,54 + 6,37 x 10%ul no GIV (72 h). Todos os grupos
experimentais, Gl a GIV, responderam a inoculacdo da cepa D153 de M.
haemolytica A1 com neutrofilia, aumentando sobretudo o nimero de neutrofilos
segmentados, o qual seria o principal responséavel pela leucocitose. Entretanto,
as contagens de neutréfilos segmentados foram significativamente maiores (P
< 0,05) que os respectivos valores basais apenas nos grupos Gl (12 h) e GlI
(24 h) (Tabela 10 e Grafico 3).

O numero de neutrofilos segmentados do grupo GI (12 h), 18,94 + 10,32
x 10%/pl, se aproximou do nimero de neutréfilos totais obtido por BOUREAU et
al. (1998), 19,23 + 7,10 x 10%ul, o qual também diferiu (P > 0,05) de sua
variacdo basal (Tabela 10). Considerando o numero total de neutréfilos do
grupo Gl (Tabela 10 e Gréfico 3), a resposta neutrofilica dos animais desta
pesquisa as 12 horas apo6s a inducdo da MPB também foi mais intensa que

aquela do trabalho citado, assim como ocorreu com o0 aumento do numero total
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de leucdcitos. Provavelmente, isso ocorreu por que os inéculos utilizados neste
trabalho foram mais concentrados (Tabela 6).

Os valores médios da contagem de neutrofilos segmentados obtidos por
FAGLIARI (2003) as 12 horas (5,33 + 0,78 x 10%yl) e 24 horas (5,4 0 + 0,82 x
10%ul) ap6s a indugdo da MPB (Tabela 3) foram muito inferiores aos obtidos
nesta pesquisa. O autor observou diferencas significativas entre estes
momentos pos-inoculacdo e o0s respectivos valores basais, mas nao entre os
dois momentos, 12 e 24 horas, a semelhanca do que ocorreu neste
experimento. O nuamero de neutréfilos segmentados obtido por FAGLIARI
(2003) as 12 horas apés a inducdo da MPB também foi muito inferior ao
namero total de neutrofilos obtidos por BOUREAU et al. (1998) neste momento.
Mais uma vez, atribuiu-se esta diferenca a possibilidade da cepa utilizada por
FAGLIARI (2003) ser menos viruléncia que a cepa D153 utilizada nesta
pesquisa e que aquela utilizada por BOUREAU et al. (1998), uma vez que estes
autores ainda trabalharam com um indculo menos concentrado (Tabela 3).

As 48 horas ap6s a inducdo da MPB, a contagem de neutrdfilos
segmentados do grupo GlIl foi igual a 8,81 * 6,25 x 10%ul. Apesar da
neutrofilia, o niamero de neutréfilos segmentados nao diferiu (P > 0,05) da
variacdo basal (Tabela 10). Nao foram encontradas na literatura citagées sobre
valores de neutréfilos segmentados as 48 horas apds a inducdo da MPB em
bezerros.

O nGmero de neutréfilos segmentados (7,54 + 6,37 x 10°/ul) obtido no
grupo GIV (72 h) em resposta a cepa D153 se aproximou daquele obtido por

VESTWEBER et al. (1990a), 6,65 + 7,34 x 10%pl, que também néo observaram
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diferenca significativa em relacdo aos valores basais (Tabela 3). E provavel que
esta auséncia de diferenca significativa em relacdo ao valor basal do momento
72 horas se deva a diminuicdo da neutrofilia com o aumento do tempo de
evolucdo da MPB, como demonstrado na Tabela 10 e Grafico 3, o que estaria
em concordancia com as observacdes de McBRIDE et al. (1992). O namero de
neutréfilos segmentados do grupo GIV (72 h) foi inferior (P < 0,05) ao obtido
para o grupo Gl (12 h) (Tabela 13).

As contagens de neutrofilos bastonetes obtidas neste experimento, apés
a inducéo da MPB, foram iguais a 1,30 + 1,27 x 10%ul no GI (12 h), 0,32 + 0,40
x 10%/ul no GII (24 h), 0,05 + 0,12 x 10%/ul no GllI (48 h) e 0,05 + 0,12 x 10%ul
no GIV (72 h), como demonstrado na Tabela 10. Além do aumento do numero
de neutréfilos segmentados, todos os grupos, Gl a GIV, responderam a
inoculacéo da cepa D153 da M. haemolytica A1 com eleva¢des do numero de
neutréfilos jovens, bastonetes, em relacdo aos valores basais (Tabela 10).
Porém, observou-se aumento significativo (P < 0,05) do nimero de bastonetes,
em relacdo aos valores de referéncia citados por JAIN (1986), apenas no grupo
Gl (12 h), indicando que este grupo apresentou desvio a esquerda. O grupo Gl
(12 h) também apresentou aumento do numero de metamielocitos na
circulacdo, mas este nao foi diferente (P > 0,05) do valor basal. Nos grupos GlI
a GlV, os metamielocitos continuaram nao sendo observados na corrente
sanguinea apos a inducao da MPB (Tabela 10 e Grafico 3).

O numero de neutrdéfilos bastonetes do grupo Gl (12 h), 1,30 + 1,27 X
10%/ul, foi muito superior ao obtido por FAGLIARI (2003), 0,052 + 0,03 x 10%/ul,

e foi mais elevado (P < 0,05) que seu valor basal (Tabela 10), o que néo
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ocorreu no trabalho citado (Tabela 3). No grupo Gll (24 h), obteve-se contagem
de bastonetes igual a 0,32 + 0,40 x 10%ul, que também foi superior ao valor
obtido por FAGLIARI (2003), 0,057 + 0,030 x 10%ul, mas, em ambos os casos,
os valores néo diferiram (P > 0,05) dos valores basais (Tabelas 3 e 10). O
namero de bastonetes do grupo Gl (12 h) foi significativamente mais elevado
gue o do GlI (24 h) (Tabela 13), indicando diminuicdo da intensidade do desvio
a esquerda com o aumento do tempo de evolucao da MPB.

As 48 horas ap6s a inducdo da MPB, a contagem de neutrdfilos
bastonetes do grupo GllI foi igual a 0,05 + 0,12 x 10%/ul. Apesar do aumento do
ndamero deste neutrdéfilo, o valor obtido ndo diferiu (P > 0,05) da variacao basal
(Tabela 10). O numero de bastonetes do grupo Glll (48 h) foi inferior (P < 0,05)
ao obtido as 12 horas apoés a inducdo da MPB, no grupo Gl (12 h), como se
observa na Tabela 13, indicando diminuicdo do desvio & esquerda com o
aumento do tempo de evolucdo da MPB. N&o foram encontradas na literatura
citacdes sobre valores de neutréfilos segmentados as 48 horas apos a indugéo
da MPB em bezerros.

As 72 horas ap0s a inducdo da MPB, no grupo GIV, a contagem de
neutréfilos bastonetes, 0,05 + 0,12 x 10%/ul, foi muito inferior aquela obtida por
VESTWEBER et al. (1990a), 1,65 + 1,43 x 10%ul, a qual foi superior (P > 0,05)
a contagem basal (Tabela 3), diferindo do observado neste experimento
(Tabela 10). Embora as contagens leucdcitos e neutréfilos segmentados do
grupo GIV (72 h) deste experimento tenham sido muito préximas aquelas do

trabalho citado, a intensidade do desvio a esquerda nos animais utilizados por
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VESTWEBER et al. (1990a) foi maior que a observada nos animais do grupo
GIV (72 h) deste estudo.

As contagens de linfécitos dos grupos experimentais, ap0s a inducao da
MPB, foram iguais a 8,05 + 5,45 x 10°/ul no Gl (12 h), 6,91 + 2,21 x 10%/ul no
Gll (24 h), 7,00 + 1,82 x 10%ul no GlII (48 h), 6,28 + 2,61 x 10%/ul no GIV (72 h).
Excetuando-se o GIV (72 h), os numeros médios de linfocitos aumentaram em
todos 0s grupos experimentais, apos a inducdo da MPB, mas, apenas no Glll

(48 h) a contagem foi superior (P < 0,05) a variacao basal (Tabela 10 e Gréfico

4).
9, H Linfocitos (Pré)
O Linfocitos (Pés)
8 B Mondcitos (Pré)
E Mondcitos (P6s)
71 OEosinéfilos (Pré)
6 OEosindfilos (Pés)
— OBasofilos (Pré)
= 5 - .
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—
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GRAFICO 4 Valores médios absolutos do nimero de linfocitos, mondcitos, eosinéfilos e basdfilos obtidos antes da
inoculacéo da cepa D153 de M. haemolytica Al, variagdo basal, e as 12, 24, 48 e 72 horas ap6s a inducao da
Manheimiose Pneumdnica Bovina, respectivamente, nos bezerros dos grupos Gl a GIV.

Os valores médios dos numeros de linfocitos obtidos para os grupos Gl
(8,05 + 5,45 x 10°/ul) e GlI (6,91 + 2,21 x 10%/ul) foram superiores aos obtidos
por FAGLIARI (2003) as 12 e 24 horas apés a inducdo da MPB,

respectivamente, 4,32 + 0,83 x 10%/ul e 4,57 + 0,99 x 10%ul. O autor constatou
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aumento significativo (P < 0,05) do numero de linfocitos as 12 horas apés a
inducdo da MPB, em relacdo ao valor basal (Tabela 3), o que ndo ocorreu
neste experimento (Tabela 10), mas as contagens obtidas as 24 horas nao
diferiram da variacdo basal, a semelhanca do que foi observado neste estudo.
Em ambos experimentos, as contagens de linfocitos obtidas as 12 horas apés a
inducdo da MPB nao diferiram (P > 0,05) daquelas observadas as 24 horas.
Provavelmente, as contagens de linfécitos mais elevadas nos grupos Gl (12 h)
e Gll (24 h) desta pesquisa acompanharam as elevacdes dos demais leucocitos
gue, no Geral, foram bem mais intensas que as observadas por FAGLIARI
(2003).

As 48 horas ap6és a inducédo da MPB, a contagem de linfocitos do grupo
Glll elevou-se para 7,00 + 1,82 x 10%ul, sendo este valor diferente (P < 0,05)
da variacao basal (Tabela 10). Nado foram encontradas na literatura citacdes de
valores de linfécitos as 48 horas ap0ds a inducao da MPB em bezerros.

As 72 horas apés a inducdo da MPB, o nimero de linfocitos obtido no
grupo GIV, 6,28 + 2,61 x 10%ul, foi um pouco superior aquele observado por
VESTWEBER et al. (1990a), 4,89 + 1,38 x 10°/ul, o qual ndo diferiu (P > 0,05)
dos seus valores basais (Tabela 3), assim como o observado neste estudo
(Tabela 10). Os linfocitos participam das defesas pulmonares contra a M.
haemolytica A1 em niveis mais intensos quando a MPB entra na fase cronica
(JUBB et al., 1985). Neste experimento, a auséncia de diferencas significativas
nas contagens de linfécitos entre os grupos Gl (12 h) a GIV (72 h), como
mostra a Tabela 11, ocorreu, provavelmente, por que, até 72 horas apés a

inducdo, a MPB néo se tornou cronica.
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As contagens de mondcitos obtidas neste experimento apoés inducédo da
MPB foram iguais a 0,83 + 1,47 x 10°/ul no GI (12 h), 0,94 + 1,00 x 10°/ul no Gl
(24 h), 0,82 + 0,41 x 10%yul no GlIl (48 h), 0,59 + 0,61 x 10%ul no GIV (72 h).
Apoés a inducdo da MPB, o numero de mondcitos se elevou nos grupos Gl a
Glll e diminuiu no GIV, porém, apenas no Glll (48 h), o aumento do nimero de
monaocitos foi significativamente maior que a variagcdo basal (Tabela 10 e
Grafico 4).

Os ntimeros de mondcitos obtidos no Gl (0,83 + 1,47 x 10%ul) e Gll (0,94
+ 1,00 x 10%ul) foram mais elevados que os encontrados por FAGLIARI (2003)
as 12 e 24 horas ap6s a inducdo da MPB, respectivamente, 0,48 + 0,18 x 10°/pl
e 0,51 + 0,18 x 10%ul. O autor ndo encontrou diferencas significativas em
relacdo aos valores basais destes momentos (Tabela 3), o que esta de acordo
com o achados desta pesquisa (Tabela 10). Provavelmente, as contagens de
monaocitos mais elevadas nesta pesquisa acompanharam as elevacbes dos
demais leucocitos que, em geral, foram bem mais intensas que as observadas
por FAGLIARI (2003). Os mondcitos também participam das defesas
pulmonares contra a M. haemolytica A, porém, este tipo celular € observado em
nameros mais expressivos apenas quando MPB se torna crénica (JUBB et al.,
1985).

As 48 horas ap6s a inducéo da MPB, a contagem de mondcitos do grupo
Glll elevou-se para 0,82 + 0,41 x 10%/ul, sendo este valor diferente (P < 0,05) da
variacdo basal (Tabela 10). Ndo foram encontradas na literatura citacoes de

valores de mondcitos as 48 horas apos a indugcdo da MPB em bezerros.
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As 72 horas ap6s a inducdo da MPB, a contagem de mondcitos obtida
por VESTWEBER et al. (1990a), 1,12 + 0,61 x 10°/ul, foi superior aquela obtida
nesta pesquisa, 0,59 + 0,61 x 10*/pl, e também foi mais elevada (P < 0,05) que
a sua variacdo basal (Tabela 3), o que ndo coincide com o observado neste
estudo (Tabela 10). Este achado sugere que, no trabalho citado, a MPB tenha
apresentado tendéncia de cronicidade as 72 horas apos a indugcdo, mas esta
suposicao nao pode ser confirmada devido a auséncia de dados referentes a
fases mais precoces. Neste experimento, ndo se observaram diferencas
significativas nas contagens de mondcitos entre os grupos Gl (12 h) a GIV (72
h) (Tabela 11), provavelmente por que, as 72 horas apés a inducdo, a MPB
ainda néo havia se tornado cronica.

As contagens de eosinofilos obtidas apos a indugcédo da MPB foram iguais
a zero no Gl (12 h) e Gll (24 h), 0,07 + 0,13 x 10%/ul no Gl (48 h) e 0,05 + 0,12
x 10%/ul no GIV (72 h). O nimero de eosinéfilos diminuiu no GI (12 h) e GlI (24
h) e aumentou no GllII (48 h) e GIV (72 h), mas estas alteracbes ndo foram
significativas (P > 0,05), quando comparadas aos respectivos valores basais
(Tabela 10 e Grafico 4) e aos valores de referéncia apresentados por JAIN
(1986).

As contagens de eosindfilos obtidas por FAGLIARI (2003) as 12 e 24
horas ap6s a inducédo da MPB, respectivamente, 0,49 + 0,17 x 10%/ul e 0,50 +
0,18 x 10%*pl, foram maiores que as obtidas no presente trabalho, pois este
leucécito nao foi encontrado na circulacdo sanguinea nestes momentos pos-

inoculacédo (Tabela 10). Este autor ndo encontrou diferencas significativas em
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relacdo aos valores basais (Tabela 3), assim como o observado neste estudo
(Tabela 10).

Nos grupos Gl (12 h) e GIV (72 h), observaram-se diminuicdes nao
significativas (P > 0,05) das contagens de basofilos apos a inducdo da MPB,
guando este leucdcito ndo foi mais encontrado na circulacdo sanguinea. Nos
grupos GIl (24 h) e GIlll (48 h), os basdfilos continuaram ausentes na
circulacdo apo6s a inducdo da MPB (Tabela 10 e Grafico 4). Nenhum dos
trabalhos encontrados na literatura apresentou discussdo sobre as alteracdes
no numero de basofilos decorrentes da inducdo da MPB em bezerros.

As andlises de variancia realizadas com o objetivo de verificar o efeito do
fator lote sobre os componentes do hemograma nos grupos Gl a GIV, apés a
inducdo da MPB (Tabela 11), revelaram influencia significativa (P < 0,05) deste
fator apenas sobre o numero de neutréfilos segmentados. Provavelmente, isso
ocorreu devido a uma maior variabilidade do numero deste leucécito nos
animais do Gl a GIV de um lote, quando comparada a variabilidade nos demais
lotes, pois, aparentemente, ndo ha motivos que justifiqguem a influéncia das
condi¢cbes climaticas dos diferentes periodos do ano sobre o comportamento
dos neutréfilos no sangue dos bezerros apds a inducdo da MPB. Ainda assim, o
cuidado de se colocar um bezerro de cada um dos quatro grupos, Gl a GIV, em
todos os lotes, L1 a L7, continuou sendo valido.

Em relacdo aos efeitos do fator de variacdo grupo, as analises de
variancia mostraram influencia significativa sobre as contagens de leucadcitos,

neutroéfilos bastonetes e neutroéfilos segmentados (Tabela 11).
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Os testes de Tukey (Tabela 13) mostraram que, apds a inducdo da
MPB, a contagem de leucocitos no grupo Gl (12 h) foi superior (P < 0,05)
aquelas dos grupos GlII (48 h) e GIV (72 h) e nédo diferiu daquela do grupo Gl

(24 h). As contagens dos grupos Gll, Glll e GIV néo diferiram (P > 0,05).

TABELA 13. Comparacéo entre os grupos Gl a GIV, respectivamente 12, 24, 48 e 72
horas apés a indugdo da Manheimiose Pneumobnica Bovina com a cepa D153 da M.
haemolytica Al, em relacdo as médias absolutas de leucécitos (Le), bastonetes (Bt) e
neutréfilos segmentados (Se).

GRUPO Le (x 10%/ul) Bt (x 10%/ul) Se (x 10°/ul)
Gl (12 h) 29,27 a 1,30 a 18,49 a
Gll (24 h) 22,70 ab 0,32 b 14,53 ab
Glll (48 h) 16,75 b 0,05 b 8,81b
GIV (72 h) 14,51 b 0,05 b 7,54 b

* Médias seguidas de mesma letra indicam diferengas néo significativas pelo Teste de Tukey (P > 0,05)

Apéds a inducdo da MPB, o numero de neutréfilos bastonetes (Bt) obtido
no grupo Gl (12 h) foi superior (P < 0,05) aqueles dos grupos Gll (24 h), GllI (48
h) e GIV (72 h), mas estes trés ultimos grupos nao diferiram (P > 0,05), como
mostra a Tabela 13.

O nuamero de neutréfilos segmentados do grupo Gl (12 h) foi superior (P
< 0,05) aqueles dos grupos Glll (48 h) e GIV (72 h), mas nao diferiu
significativamente (P > 0,05) da contagem do GllI (24 h). Os grupos Gill, Glll e
GIV néo diferiram (P > 0,05), como se observa na Tabela 13.

Nas doencas respiratérias naturais de bezerros, sobretudo nos casos
cronicos, o tempo de evolugcdo e a gravidade da doenca sédo extremamente
variaveis (COLLIE, 1992). Mesmo nas infecgbes experimentais, quando as
condi¢gbes sé@o padronizadas e controladas, € comum notar certa variabilidade
na gravidade das doencas respiratérias (THOMAS et al. 1977; LEKEUX et al.,

1985).
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RADOSTITS et al. (2000), afirmaram que o valor diagndstico dos
hemogramas de bezerros com MPB natural € pouco expressivo, pois é possivel
observar leucocitose por neutrofilia, neutropenia ou leucograma com valores
normais. Entretanto, deve-se ter em mente os fatores que podem tornar a
resposta leucocitaria dos bezerros com MPB natural variavel. Além do tempo
de evolucédo e gravidade da doenca (COLLIE, 1992), a idade, a raca, o estado
nutricional e as praticas de manejo as quais os bovinos sdo submetidos, assim
como as caracteristicas dos provaveis agentes infecciosos envolvidos, devem
ser consideradas na avaliacgdo de hemogramas de bovinos com doencas
infecciosas (FELDMAN et al. 2000).

Neste estudo, os animais experimentais foram padronizados e, quanto
ao agente da MPB, a M. haemolytica Al, trata-se de uma bactéria Gram-
negativa capaz de provocar endotoxemia nos bezerros inoculados (LILLIE,
1974).

Obviamente, a resposta leucocitaria contra a cepa D153 de M.
haemolytica Al utilizada para induzir a MPB nos bezerros deste experimento
também apresentou variacoes individuais. Contudo, a analise dos hemogramas
realizados as 12, 24, 48 e 72 horas apoés a inducdo da MPB, respectivamente
nos bezerros dos grupos Gl a GIV, revelou alteracbes leucocitarias que
caracterizaram, de modo satisfatério, a MPB como uma doenca causada por
uma bactéria Gram-negativa, em todos os momentos avaliados. Por isso,
assumiu-se o valor diagnéstico do hemograma para casos de MPB que se

assemelhem aos induzidos nesta pesquisa, considerando-se as alteracfes das
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contagens de leucécitos e neutrofilos apresentadas de forma resumida a
seqguir.

Apoés a inducdo da MPB, todos 0s grupos experimentais responderam
com leucocitose. Esta foi significativa (P < 0,05) as 12 e 24 horas, concordando
com LINDEN et al. (1995), que observaram leucocitose um dia apds a inducao
da MPB. Entretanto, as contagens de leucocitos foram superiores aos valores
de referéncia apresentados por JAIN (1986) nos quatro momentos avaliados
neste estudo, 12, 24, 48 e 72 horas.

Em todos os grupos, a leucocitose ocorreu devido a neutrofilia e, embora
o0 aumento do numero de neutréfilos segmentados tenha sido mais intenso e
significativo (P < 0,05) as 12 e 24 horas apos a indu¢dao da MPB, concordando
com os achados de McBRIDE et al. (1992) e LINDEN et al. (1995), os valores
obtidos as 48 e 72 horas do curso da doenca também foram superiores aos
valores de referéncia apresentados por JAIN (1986). Nestes dois ultimos
momentos, 0s numeros de neutrofilos segmentados e, consequientemente de
leucacitos, tenderam a normalidade, assim como observaram McBRIDE et al.
(1992), sendo a contagem destas células significativamente mais baixa que
aguela observada as 12 horas apos a inducao da MPB.

Observou-se aumento significativo (P < 0,05) do numero de neutrofilos
bastonetes, indicando neutrofilia com desvio a esquerda, as 12 horas apos a
inducdo da MPB. Ocorreu uma tendéncia de diminuicdo do numero de
bastonetes com o aumento do tempo de evolucdo da MPB, sendo a contagem
obtida as 12 horas significativamente (P < 0,05) mais elevada que aquelas

determinadas as 24, 48 e 72 horas apos a inducao da MPB.
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5.3 EXAMES MICROBIOLOGICOS DAS VAAs

Os resultados dos cultivos microbiologicos das secrecbes dos swabs
nasal (SN) e nasofaringeano (SNF) colhidas sete dias antes da inoculacdo da
cepa D153 de M. haemolytica Al, para caracterizar a flora bacteriana dos
bezerros normais, e daquelas obtidas as 12, 24, 48 e 72 ap0s a inducédo da
MPB, respectivamente, nos grupos Gl a GlV, sédo apresentados nas Tabelas
14 a 16, Grafico 5 e Anexos 5.

Quando os grupos experimentais Gl a GIV foram comparados,
considerando os lotes L1 a L7 como bloco (Tabela 14), as taxas de isolamento
dos diferentes agentes bacterianos nos SNs e SNFs obtidos antes e apos a
inducdo da MPB (Anexos 5) nao diferiram (P > 0,05).

Tabela 14. Comparacdo entre os grupos Gl a GIV, considerando os lotes L1 a L7
como bloco, em relacdo as taxas de isolamento dos diferentes agentes bacterianos
nos swabs nasal (SN) e nasofaringeano (SNF) obtidos antes e apds a inducao da
Manheimiose Pneumd&nica Bovina com a cepa D153 de M. haemolytica Al.

AGENTE PRE POS

BACTERIANO SN * SNF * SN * SNF *
Arcanobacterium pyogenes 0,952 0,968 1,000 1,000
Bacillus spp. 0,104 1,000 0,877 0,968
E. coli 0,794 0,794 0,815 0,968
Enterobacter aglomerans 1,000 1,000 1,000 0,968
Enterobacter cloacae 0,968 0,968 1,000 1,000
M. haemolytica 1,000 0,653 0,968 1,000
Micrococcus spp. 0,968 0,392 0,794 0,433
Moraxella spp. 0,968 1,000 1,000 1,000
Neisseria spp. 1,000 0,794 0,968 1,000
P. multocida 1,000 1,000 0,794 0,634
Proteus spp. 0,968 0,952 1,000 1,000
Staphylococcus spp. 0,794 0,653 0,877 0,952
Streptococcus spp. 0,297 0,952 0,634 0,712

* N&o significativo, P > 0,05 pelo Teste de Friedman.
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Portanto, obtiveram-se as frequéncias totais, em valores absolutos e
relativos, para cada agente bacteriano isolado dos SNs e SNFs colhidos antes
e apos a inoculacéo da cepa D153 de M. haemolytica Al (Tabela 15).

Tabela 15. Frequiéncias totais de isolamento de cada agente bacteriano, em valores
absolutos e relativos, nos swabs nasal (SN) e nasofaringeano (SNF) obtidos dos
grupos experimentais Gl a GIV antes e ap6s a inducdo da Manheimiose Pneumdnica
Bovina com a cepa D153 de M. haemolytica Al.

SN SNF
AGENTE - -
BACTERIANO PRE POS PRE POS
n % n % n % n %
Arcanobacterium pyogenes 2 7,14 0 0,00 1 3,57 0 0,00
Bacillus spp. 17 60,71 12 42,86 12 42,86 7 25,00
E. coli 6 21,43 3 10,71 7 25,00 3 10,71
Enterobacter aglomerans 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 3,57
Enterobacter cloacae 1 3,57 0 0,00 1 3,57 0 0,00
M. haemolytica A 0 0,00 27 96,43 5 17,86 28 100,00
Micrococcus spp. 23 82,14 10 3571 22 78,57 12 42,86
Moraxella spp. 1 3,57 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Neisseria spp. 0 0,00 1 3,57 2 7,14 0 0,00
P. multocida 8 2857 10 3571 8 28,57 14 50,00
Proteus spp. 1 3,57 0 0,00 2 7,14 0 0,00
Staphylococcus spp. 10 3571 8 28,57 9 32,14 2 7,14
Streptococcus spp. 12 42,86 6 21,43 10 35,71 4 14,29

Antes da indugdo da MPB, isolaram-se, em ordem decrescente de
freqUéncia, os seguintes agentes bacterianos nos SNs dos grupos Gl a GIV:
Micrococcus spp. (82,14%), Bacillus spp. (60,71%), Streptococcus spp.
(42,86%), Staphylococcus spp. (35,71%), P. multocida (28,57%), E. coli
(21,43%), Arcanobacterium pyogenes (7,14%), Enterobacter cloacae (3,57%),
Moraxella spp. (3,57%), Proteus spp. (3,57%). Nos SNFs, as bactérias
isoladas foram: Micrococcus spp. (78,57%), Bacillus spp. (42,86%),
Streptococcus spp. (35,71%), Staphylococcus spp. (32,14%), P. multocida

(28,57%), E. coli (25,00%), M. haemolytica A (17,86%), Neisseria spp.
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(7,14%), Proteus spp. (7,14%), Arcanobacterium pyogenes (3,57%),

Enterobacter cloacae (3,57%) (Tabela 15 e Grafico 5).
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Gréfico 5. Freqiiéncias totais de isolamento bacteriano, em %, nos swabs nasais (SN), acima, e swabs
nasofaringeanos (SNF), abaixo, colhidos antes e apo6s a indugdo da Mannheimiose Pneuménica Bovina com a
cepa D153 de M. haemolytica Al nos quatro grupos experimentais Gl a GIV.
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Antes da inducdo da MPB, verificou-se grande semelhanca entre a flora
bacteriana de ambos o0s segmentos das VAAs, as cavidades nasal e
nasofaringeana, tanto em relacdo aos géneros e espécies recuperados,
guanto aqueles mais freqientemente isolados. A auséncia da M. haemolytica
A nos SNs e o0 seu isolamento em 17,86% (cinco) dos SNFs pode ser
considerada um diferencial nos perfis bacterianos dos SNs e SNFs obtidos
antes da inducdo da MPB (Tabela 15 e Grafico 5).

De acordo com MAGWOOD et al. (1969), PASS & THOMSON (1971),
WOLDEIHIWET et al. (1990), todos os agentes bacterianos recuperados das
secrecbes dos SNs e SNFs colhidas antes da inducdo da MPB (Tabela 15)
sdo organismos comensais das VAAs de bovinos sadios. Aplicando-se a
classificacdo proposta por WOLDEIHIWET et al. (1990), os agentes
bacterianos isolados neste experimento poderiam ser divididos em: flora basal,
P. multocida, M. haemolytica A, Neisseria spp., Micrococcus spp. e
Streptococcus spp.; flora suplementar, Moraxella spp. e Arcanobacterium
pyogenes; e flora transitéria, E. coli, Enterobacter cloacae, Bacillus spp. e
Proteus spp. A flora transitoria, constituida por organismos da familia
Enterobacteriaceae e pelo género Bacillus, é considerada ubiqua (LILLIE,
1974, MURRAY et al., 1999). Esta flora indica contaminacdo durante o
processo de colheita das secrecdes nasal e nasofaringeana (COLLIER &
ROSSOW, 1964, COLLIER, 1968b), e € insignificante na auséncia de doenca
respiratOria caracteristica (MURRAY et al., 1999).

Em ambos, SNs e SNFs, o Micrococcus spp. foi 0 agente bacteriano

mais frequentemente isolado, respectivamente, 82,14% e 78,57%, 0 que
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diferiu dos achados de WOLDEIHIWET et al. (1990), que verificaram ser o
Staphylococcus spp. a bactéria mais frequiente nas narinas de bezerros
sadios.

Uma vez induzida a MPB, os perfis de colonizacéo bacteriana das VAAs
dos bezerros deste experimento sofreram modificacbes importantes (Tabela
15 e Gréfico 6). Nos SNs, isolaram-se, em ordem decrescente de frequéncia:
M. haemolytica (96,43%), Bacillus spp. (42,86%), Micrococcus spp. (35,71%),
P. multocida (35,71%), Staphylococcus spp. (28,57%), Streptococcus spp.
(21,43%), E. coli (10,71%), Neisseria spp. (3,57%). Os agentes bacterianos
recuperados dos SNFs foram: M. haemolytica (100,00%), P. multocida
(50,00%), Micrococcus spp. (42,86%), Bacillus spp. (25,00%), Streptococcus
spp. (14,29%), E. coli (10,71%), Staphylococcus spp. (7,14%), Enterobacter
aglomerans (3,57%) (Tabela 15 e Gréfico 5).

A diminuicdo do numero de espécies e géneros, assim como das
freqUiéncias de isolamento de agentes bacterianos, em ambos, SNs e SNFs,
apos a inducao da MPB néao foi significativa (P > 0,05), como mostra a Tabela
16), mas estas foram mais pronunciadas para 0S organismos que
WOLDEIHIWET et al. (1990) classificaram como componentes das floras
suplementar e transitéria das VAAs dos bovinos (Tabela 15), sugerindo que
estas floras tenham perdido espaco para a M. haemolytica A, que foi isolada
em 27 (96,43%) SNs e nos 28 (100,00 %) SNFs.

Apés a inducdo da MPB, os aumentos das frequéncias de isolamento
da M. haemolytica A foram significativos (P < 0,05) em todos os SNs e SNFs

dos grupos Gl a GIV, com excec¢ao dos SNFs do grupo GlII (48 h) (Tabela 16).
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Tabela 16. Comparacéo entre as frequéncias de isolamento de agentes bacterianos
nos swabs nasal (SN) e nasofaringeano (SNF) antes da inoculacdo da cepa D153 de
M. haemolytica Al, flora normal, e as 12, 24, 48 e 72 horas ap0s o inicio da
Manheimiose Pneumd&nica Bovina, respectivamente, nos grupos Gl a GIV.

Gl'(12h) Gl ' (24 h) Glll'* (48 h) GIV* (72 h)
AGENTE

SN SNF SN SNF SN SNF SN SNF
Arcanobacterium pyogenes * * * * * * * *
Bacillus spp. 0,361 0,361 =>0,999 0,593 0,068 0,593 0,361 *
E. coli 0,593 0,593 * * 0,180 0,593 >0,999 0,593
Enterobacter aglomerans * * * * * * * *
Enterobacter cloacae * * * * * * * *
M. haemolytica A 0,018" 0,028 0,028 0018 0018 0068 0,018" 0,028
Micrococcus spp. 0,109 0,361 0,068 - 0,180 0,068 0,068 0,361
Moraxella spp. * * * * * * * *
Neisseria spp. * * - 0,180 * * * *
P. multocida >0,999 0,686 >0,999 0,109 0,180 0,361 * >0,999
Proteus spp. * * * * * * * *
Staphylococcus spp. >0,999 * * * 0,180 0,180 0,593 0,225
Streptococcus spp. 0,068 >0,999 0,593 0,593 0,593 0,109 * 0,180

i Diferencas significativas (P< 0,05) pelo Teste de Wilcoxon para amostras pareadas. ', Utilizaram-se n = 7 bezerros
para SN e SNF em todos grupos experimentais, Gl a GIV. * Célculo ndo realizado devido nimero insignificante de
observacdes.

A M. haemolytica se tornou o agente bacteriano predominante em
ambos, SNs e SNFs, sendo recuperada em taxas superiores aquelas obtidas
para Micrococcus spp., Bacillus spp., Streptococcus spp. e Staphylococcus
spp., que foram as bactérias mais frequentemente isoladas antes da inducao
da MPB (Tabela 15).

Embora nédo tenha havido diferenca significativa (P > 0,05) nas taxas de
isolamento da P. multocida nos SNs ou SNFs colhidos antes e apos a inducdo
da MPB (Tabela 16), esta bactéria, considerada integrante da flora basal das
VAAs de bezerros (WOLDEIHIWET et al., 1990), passou a ser isolada mais

frequentemente apés a indugdo da MPB, principalmente nos SNFs (Tabela 15
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e Grafico 5), o que estaria de acordo com as observacdes de THOMSON et al.
(1975) e RADOSTITS et al. (2000).

Pode-se dizer que as frequéncias de isolamento da M. haemolytica A
nos SNs e SNFs colhidos antes e apdés a inducdo da MPB (Tabela 15)
delinearam padrdes tipicos de colonizacdo das VAAs por esta bactéria quando
0s bezerros estavam higidos e quando estes desenvolveram a MPB.

Antes da inducdo da MPB, a M. haemolytica A ndo foi isolada nos SNs
e em apenas cinco (17,86%) SNFs. Provavelmente, isso ocorreu por que,
segundo PASS & THOMSON (1971), YATES (1982), PANCIERA &
CORSTVET (1984) e WILKIE & SHEWEN (1988), os sorotipos de M.
haemolytica A estdo presentes apenas em pequenas quantidades nas VAAs
de bovinos sadios.

As taxas de isolamento da M. haemolytica A nos SNs e SNFs colhidos
antes da inducdo da MPB né&o foram comparadas, mas a recuperacao desta
bactéria em cinco SNFs e a nao recuperacdo nos SNs poderia estar
sinalizando que o tecido linféide na nasofaringe, e ndo o epitélio da cavidade
nasal, seja o local mais intensamente colonizado pela M. haemolytica A, assim
como propuseram SHOO et al. (1990).

Neste experimento, a M. haemolytica A foi isolada em 27 (96,43%) SNs
e 28 (100,00%) SNFs apos a inducdo da MPB. Aléem do aumento significativo
(P < 0,05) das frequéncias de isolamento em ambos, SNs e SNFs, notou-se, a
inspecédo visual, aumento aparentemente expressivo do niumero de coldnias
de M. haemolytica A nas placas de agar-sangue em que as secrecfes nasais

e nasofaringeanas foram cultivadas, em relacdo a quantidade de col6nias
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desta bactéria que se observava antes da inducdo da MPB. Estes resultados
estariam reforcando os achados THOMSON et al. (1975) e RADOSTITS et al.
(2000), que relataram quantidades bem mais elevadas de organismos de M.
haemolytica Al em bovinos com MPB aguda, quando comparados aos
animais sadios.

Provavelmente, a colonizacdo macica das VAAs dos bezerros pela M.
haemolytica A apos a inducdo da MPB, como demonstraram as elevadas
taxas de recuperacdo desta bactéria nos SNs e SNFs, ocorreu devido a
disseminacédo retroégrada da cepa D153 de M. haemolytica Al inoculada nos
pulmbes dos bezerros para induzir a MPB. E possivel que esta cepa de M.
haemolytica Al tenha alcancado as VAAs via sistema linfatico da regido
cervical e da cabeca, uma vez que se observaram aumentos de tamanho dos
linfonodos parotideos e mandibulares (consultar secdo 5.1), ou por aerossois
expelidos a cada expiracdo. Como os isolados ndo foram sorotipados, €
possivel que outros sorotipos, além do Al, também estivessem presentes e
em quantidades expressivas nas VAAs dos bezerros apos a inducdo da MPB.
Além da cepa D153, é possivel que cepas autoctones também tenham se
multiplicado intensamente nas VAAs dos bezerros deste experimento apos a

inducédo da MPB.
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6. CONCLUSOES

Nas condigbes em que este experimento foi realizado, pode-se concluir

que:

1. O quadro clinico da Mannheimiose Pneumdnica Bovina tende a
melhorar, de 12 para 72 horas apos a inducdo, sendo expressivos 0s
incrementos de temperatura corporal e frequéncia respiratoria

apresentados pelos bezerros durante esta fase da doenca.

2. A Mannheimiose Pneuménica Bovina ndo causa alteracdes
importantes no eritrograma de bezerros, mas, especialmente as 12
horas apds a inoculacdo, induz leucocitose por neutrofilia, sem

mudancas expressivas nos demais constituintes do leucograma.

3. Ap6és a inducdo da Mannheimiose Pneumoénica Bovina, a
Mannheimia haemolytica A é a bactéria mais freqientemente isolada
das vias respiratérias anteriores dos bezerros, sendo o0s swabs

nasais e nasofaringeanos satisfatérios para a sua recuperacao.
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ANEXO 1: FICHA DE EXAME FISICO

EXAME FISICO GERAL
N.O: [ Lote: [ Grupo: [ Fase: [ Momento: [ N.° do exame: [ Data: [ Hora:
Posicdo: () estacdo (_ ) declbito esterno-abdominal intermitente/ constante () decubito lateral intermitente/ constante
Comportamento: () N?® () deprimido (1-3) [ Escore corporal: () (1-5)
Ingestdo de alimentos: () N () inapeténcia: leite( ) capim () racdo () A4gua (1-3)
Linfonodos:
Secrecdo Ocular:
Mucosas:
TRCh: | Desidratagdo: 9% ( ) |FC% () bpm |TC®:
EXAME FISICO ESPECIAL DO TRATO RESPIRATORIO
ATIVIDADE RESPIRATORIA
POSTURA AMPLITUDE: ( ) N () superficial (1-3) ( ) profunda (1-3)
E ;oNrtopnéica TIPO: () N ( ) costal (1-3) ( ) abdominal (1-3) ( ) costo-abdominal (1-3)
() intermitente () c_onstar)te MODO: ( ) N ( ) dispnéia
() cabeca/pescogo distendidos (1-3) () inspiratéria (1-3) ( ) expiratéria (1-3) ( ) mista (1-3)
() respiracéo bucal (1-3) FR: ( ) mpm PULSO:
(_ ) abducéo dos cotovelos (1-3)
MUFLO SECREGAO NASAL MUCOSA NASAL
()N ()@"
() ressecado (1-3) ()e® () direita () esquerda () direita () esquerda
() fissuras (1-3) () serosa (1-3) () serosa (1-3) ()N ()N
() crostas (1-3) () mucosa (1-3) () mucosa (1-3) () hiperemia (1-3) () hiperemia (1-3)
() erosdes (1-3) () muco-purulenta (1-3) () muco-purulenta (1-3) |( ) erosGes(1-3) () erosdes (1-3)
() hiperemia(1-3) () purulenta (1-3) () purulenta (1-3)
AR EXPIRADO TOSSE ESPONTANEA REFLEXO DE TOSSE
L ()N ()T ()@ ()@ ()@
FLUXO ( )N ( )i @13 () e () € () facilidade (1-3)
ODOR ( ) N ( ) alterado ( ) () superficial (1-3) ( ) seca (1-3) () superficial (1-3) ( ) seca (1-3)
() profunda (1-3) () umida (1-3) () profunda (1-3) () Umida (1-3)
ESTRIDOR ES LARINGE/ TRAQUEIA
()@ PALPACAO AUSCULTACAO
() e Tipo( ) ()N RLT®: ()N ()T @3 ()@
() inspiragdo (1-3) () Sens® T (1-3) () crepitagéo (1-3)
() expiragéo (1-3) () FTq’(1-3) () sibilo (1-3)

HEMITORAXPIREITO
AUSCULTACAO

RTB® ()N () T@3 () @3
RBBY ( )N () 1@3 () @y
CG" () @ () e(1-3)
CF? () @ () e (13
¥ ()@ () €13
RPY ()@ () e (@3
PC® ()@ () e (13
SR® ()@ () e(13) _
PERCUSSAO
()N () timpanico (1-3)
() sub-maci¢o (1-3) ( ) macicez horizontal (1-3)
PALPACAO
Sens' () N () T @3
T® () N () 1t @3
FTc® () @ () e(1-3)
HEMITORAX ESQUERDO
AUSCULTACAO
RTB ()N () T @3 ()@y3
RBB () N () T@3 ()¥@y
CG () @ () (@13
CF () @ () e (13
S () 2 () e (13
RP () @ () (@3
PC () @ () e€(13
SR ()@ () e (13
PERCUSSAO
()N () timpanico
() sub-macico ( ) macicez horizontal
PALPACAO
Sens ()N () T(@3)
Tt ()N () 1@
FTc ()@ () €13

! TEMPO DE REPLECAO CAPILAR, 2 FREQUENCIA CARDIACA, ® TEMPERATURA CORPORAL, * FREQUENCIA RESPIRATORIA, °
TEMPERATURA, °SENSIBILIDADE, ‘FREMITO TRAQUEAL, ® RUIDO LARINGO-TRAQUEAL; ° RUIDO TRAQUEO-BRONQUICO; * RUIDO
BRONQUIO-BRONQUIOLAR, * CREPITACAO GROSSA,  CREPITACAO FINA, SIBILO, * ROCE PLEURAL, ** PROPAGACAO CARDIACA,
% SILENCIO RESPIRATORIO, *" SENSIBILIDADE, ** TEMPERATURA TORACICA, * FREMITO TORACICO, * NORMAL, ° AUSENTE,
°PRESENTE, ‘ AUMENTADO (A), ° DIMINUIDO (A) .
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Anexos

ANEXOS 5. Frequiéncia de isolamento de cada agente bacteriano nos swabs nasal
(SN) e nasofaringeo (SNF) antes da inoculacdo da cepa D153 de M. haemolytica Al,
flora normal, e as 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a inducdo da MPB, respectivamente, nos
bezerros dos grupos Gl a GIV.

Gl *(12h) Gll * (24h) GlIl * (48h) GIV * (72h)
AGENTE PRE POS PRE POS PRE POS PRE POS
SN SNF SN SNF SN SNF SN SNF SN SNF SN SNF SN SNF SN SNF

o
o
o
o
o
o
P
o

Arcanobacterium pyogenes 1
Bacillus spp. 6
E. coli 2
Enterobacter aglomerans 0
Enterobacter cloacae 0
M. haemolytica A 0
Micrococcus spp. 5
Moraxella spp. 0
Neisseria spp. 0
P. multocida 2
Proteus spp. 1
Staphylococcus spp. 2
Streptococcus spp. 4
* Utilizaram-se n = 7 bezerros para SN e SNF em todos grupos experimentais, Gl a GIV.
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