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RESUMO

OLIVEIRA FILHO, J.P. Diarréia em bezerros da ragca Nelore criados
extensivamente: estudo clinico e etiologico. [Diarrhea in Nelore calves:
clinical and etiologic study]. Botucatu, 2006. 110p. Dissertacao (Mestrado)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

A diarréia é considerada uma das principais causas de doenca e
mortalidade de bezerros neonatos. Foram colhidas 100 amostras fecais
diarréicas e 30 amostras fecais ndo diarréicas, de bezerros da raga
Nelore com até 60 dias de idade para a detec¢cdo dos enteropatogenos
Salmonella sp., Escherichia coli, rotavirus, coronavirus, Cryptosporidium
spp. € ovos de helmintos. O diagndstico foi realizado respectivamente,
pela semeadura em Agar Salmonella—Shigella, Agar sangue ovino,
MacConkey e aglutinagdo em latex para detecgdo das E. coliK99",
eletroforese em gel de poliacrilamida, semi-nested PCR, Ziehl-Nielsen
modificado e McMaster. Detectaram-se enteropatdégenos em 79% das
amostras diarréicas e 70% das amostras sem diarréia. No grupo com
diarréia, a E. coli (69%) foi o agente mais isolado, seguido do
Cryptosporidium spp. (30%), coronavirus (16%) e rotavirus (11%). No
grupo controle, a E. coli, Cryptosporidium spp € o coronavirus foram
detectados respectivamente em 66,66%, 10% e 3,33% das amostras. A
Salmonella sp. e estrongilideos ndo foram encontrados em nenhum dos
grupos. A fimbria K99 s6 foi verificada nas cepas de E. coli isoladas de
bezerros com diarréia (5.8%). Entre os antimicrobianos testados a
enrofloxacina, norfloxacina e gentamicina foram os mais efetivos.
Onfalopatias estavam presentes em 43% dos bezerros com diarréia e
ausentes nos bezerros do grupo controle. O peso aos 210 dias de vida

dos bezerros foi similar nos grupos com e sem diarréia.

Palavras-chave: bezerros de corte, diarréia, enteropatdégenos, Nelore.
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ABSTRACT

OLIVEIRA FILHO, J.P. Diarrhea in Nelore calves: clinical and etiologic
study. [Diarréia em bezerros da raca Nelore criados extensivamente:
estudo clinico e etiolégico]. Botucatu, 2006. 110p. Dissertagao (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Diarrhea is considered as one of the main causes of disease and mortality
in newborn calves. Fecal samples from 100 diarrheic and 30 fecal samples
from non-diarrheic Nelore calves less than 60 days old were collected to
detect Salmonella sp, Escherichia coli, rotavirus, coronavirus,
Cryptosporidium ssp. and helminthes eggs. The diagnostic techniques
employed were, respectively, culture in agar Salmonella — Shigella, ovine
blood-agar, McConkey and latex agglutination test to detected E. coliK99",
polyacrylamide gel eletroforesis, semi-nested PCR, Ziehl-Nielsen and
McMaster tets. Enteropathogens were detected in 79% diarrheic samples
and 70% non diarrheic samples. Among diarrheic calves the Escherichia
coli (69%) was the most common agent found, following the
Cryptosporidium spp. (30%), coronavirus (16%) and rotavirus (11%). In the
control group, E. coli, Cryptosporidium spp and coronavirus were detect in
66,66%, 10% and 3,33% of samples respectivelly. Salmonella sp. and
strongylids weren’t found on any groups. The K99 fimbrial only was
detected only in E. coli strain isolated from diarrheic calves (5,8%). Among
the antimicrobials tested, enrofloxacin, norfloxacin and gentamicin, were
most effective. Umbilical diseases were detected in 43% of diarrheic calves
and not detected in calves of control group. The weight at 210 days old

calves was similar in diarrheic and non diarrheic calves.

Keywords: beef calves, diarrhea, enteropathogens, Nelore.




2
INTRODUCAOQO

1. INTRODUCAO

A pecuaria de corte representa uma das mais importantes atividades do
agronegocio brasileiro, sendo responsavel pelo abastecimento do mercado
interno e por exportacdes de produtos primarios e derivados destes animais. O
rebanho nacional de bovinos de corte possui aproximadamente 200 milhdes de
animais, representado por diversas ragas, dentre elas, destacam-se os animais
da raca Nelore, presente em grandes areas nos estados das regides Sudeste,
Centro-oeste e Norte do pais.

A nutrigdo, o melhoramento genético e a sanidade do rebanho sao
decisivos para uma adequada produtividade, sendo esta indicada
principalmente pelo numero de bezerros nascidos anualmente e pelo ganho de
peso dos animais.

Os produtores além de enfocar a producdo de maior numero de
nascimentos ao ano, tém que garantir que esses animais crescam e
desenvolvam seu potencial genético para a producdo de carne e ou para a
reproducdo. Para isto ocorrer deve-se amenizar os desafios enfrentados por
estes animais, principalmente nas primeiras semanas de vida, pois a morte de
bezerros nesta fase representa um enorme prejuizo, visto que a maioria das
enfermidades responsaveis por estas perdas apresenta elevada ocorréncia,
com taxas de morbidade e mortalidade altas.

Dentre estas doencas destacam-se aquelas que envolvem o sistema
digestorio, pois os bezerros neonatos apresentam em sua microbiota intestinal
diversos microorganismos em equilibrio, contudo quando fatores como falhas
na transferéncia de imunidade passiva aliados aos desafios enfrentados por
esses animais, promovem um desarranjo nesta microbiota, tornando esses
animais susceptiveis a acdo de enteropatdogenos bacterianos, virais,
helminticos e protozoarios que atuam sozinhos ou em associacoes,

promovendo principalmente diarréia.
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INTRODUCAOQO

Segundo informagdes dos Médicos Veterinarios e produtores de bovinos
de corte os dois principais problemas diagnosticados em bezerros sédo a
fotossensibilizacdo e a diarréia.

O impacto econdmico da diarréia € grande nesta categoria de animais,
pois acarreta perdas relacionadas com gastos com tratamento, queda dos
indices de produtividade e morte dos animais acometidos. InUmeras queixas,
tanto dos pecuaristas quanto dos Médicos Veterinarios de campo, sao
relacionadas com o diagnostico, tratamento, controle e prevengdo desta
enfermidade.

Para que essas medidas ao serem adotadas alcancem resultados
satisfatorios, os aspectos etioldgicos e de patogenia relacionados com a
diarréia em bezerros de corte devem ser estudados.

No Brasil é restrito o numero de trabalhos cientificos que abordam estes
aspectos da diarréia em bezerros de corte criados extensivamente, sendo esta

uma das razdes da realizagao do presente estudo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A diarréia neonatal dos bezerros € considerada uma sindrome, pois &
decorrente da interagdo entre alguns fatores como a imunidade, o ambiente, a
nutricdo e a infecgao por enteropatégenos. Pode também possuir origem “nao
infecciosa”, sendo neste caso, os erros de manejo alimentar e higi€nico as
causas principais (BENESI, 1999). Representa, em associagdo com
septicemia, causa significativa de mortalidade em bezerros de leite com até
trés semanas de idade (GREENE, 1978). Considerando o tipo de manejo do
rebanho no pais, acredita-se que o0s prejuizos econdmicos sejam altos,
incluindo custos com medicacdo, mao de obra, honorarios profissionais, além
da queda na produtividade dos animais (MOTA et al., 2000).

No Brasil, os problemas entéricos representam um fator de perda
econbmica para a pecuaria de corte com cerca de 2,1% de mortalidade
(BARROS et al., 1965/66; CHARLES & FURLONG, 1992; MOTA et al., 2000).
Juntamente com a tristeza parasitaria bovina, as diarréias sdo apontadas como
as principais causas de mortalidade em bezerros leiteiros (PRADO et al., 1997;
FEITOSA et al., 2001; SILVA et al., 2001).

Estudos nacionais comprovam a importancia das diarréias como causas
de mortalidade neonatal (GONCALVES et al., 1991; FROIS et al., 1994;
ALVES, 1997; FEITOSA, 1999; FEITOSA et al.,, 2001). GONCALVES et al.
(1991) estudaram os aspectos clinico-laboratoriais das diarréias em bezerros
zebuinos, encontrando intensa variabilidade nos achados clinicos e nas
alteragdes eletroliticas. FEITOSA et al. (2001) relacionaram as principais
doencas em bezerros holandeses de até 90 dias de idade, encontrando
predominéancia de diarréia em 38,46% dos casos.

De maneira geral, o indice de mortalidade provocado pelas diarréias é
maior em bovinos de leite, em virtude do sistema de criacdo adotado,
principalmente o intensivo, que promove alta concentracdo de animais e,

consequentemente, maior risco de exposi¢cao aos patdogenos. BRUNING-FANN
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& KANEENE (1992) descreveram que 20% dos bezerros de leite
desenvolveram diarréia do nascimento ao desmame, com a mortalidade
podendo atingir 10% nos primeiros 14 dias e 5% dos 15 aos 90 dias. VIRTALA
et al. (1996) observaram taxas de morbidade e letalidade de 28,8% e 7,6%

respectivamente, em bezerros leiteiros com diarréia de até 3 meses de idade,

sendo o pico de incidéncia entre a primeira e segunda semana de vida.

Varios fatores podem contribuir para a ocorréncia e gravidade da diarréia
em bezerros de corte criados extensivamente, como a idade e o estado
nutricional das vacas antes e apds o parto, distocias, transferéncia passiva de
imunoglobulinas, época do parto, carga infectante dos microorganismos e
condigbes climaticas (CLEMENT et al.,, 1995). No Brasil a falha de
transferéncia de imunidade passiva, muitas vezes provocada pela menor
habilidade materna, bem como a baixa producdo de leite das novilhas,
propiciam o aumento da ocorréncia de diarréia em bezerros da raga Nelore,
sendo esta a principal enfermidade responsavel por perdas econdmicas em
rebanhos de corte no estado do Maranh&o — Brasil (MOTA et al., 2000). Apesar
de a diarréia ser uma das principais enfermidades que afetam a pecuaria
bovina de corte, poucos sdo os estudos que enfocam essa doenga em
bezerros de corte criados extensivamente no Brasil (SALVADORI et al., 2003).

As perdas causadas pela diarréia podem refletir diretamente na
quantidade e qualidade dos bezerros desmamados (ZARZOSO &
MARGUERITTE, 2001), pois segundo LIBERAL (1989) e MAGALHAES et al.
(1991) os bezerros que sobrevivem a salmonelose ou a colibacilose neonatais
nao apresentam o mesmo desenvolvimento quando comparados aqueles que
se mantiveram livres destas doencas. Portanto € extremamente importante o
diagnostico etiologico precoce, visando a adogao de medidas preventivas que
evitem prejuizos econémicos significativos.

A diarréia € uma condigédo caracterizada pela passagem de fezes com
aumento de conteudo aquoso e/ou com frequéncia maior que a normal
(ANDERSON, 1980). Pode representar sinal clinico de doenca intestinal
primaria ou uma resposta inespecifica a septicemia, toxemia ou enfermidade

de outro sistema do organismo (SMITH, 1996).
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A patogénese das diarréias pode ser explicada por 5 mecanismos
principais: decréscimo ou dano na superficie absortiva (ma-absorgao), aumento
do numero de particulas osmoticamente ativas dentro do Iumen intestinal,
aumento da secregao de solutos e agua, anormalidades no transito intestinal e
aumento da presséao hidrostatica luminal (SMITH, 1996).

Muitos agentes podem estar envolvidos neste complexo e entre eles
destacam-se agentes de origem bacteriana como Escherichia coli, Salmonella
spp, Clostridium perfringens tipo C; de origem viral como rotavirus e
coronavirus; e protozodarios como Eimeria spp, Giardia sp. e Cryptosporidium
spp (BENESI, 1999). Estes agentes podem causar diarréia isoladamente ou em
associacao (SNODGRASS et al., 1986; ABRAHAM et al, 1992; FAGAN et al.,
1995; ALVES, 1997; MODOLO et al., 1994).
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2.1. Escherichia coli

A Escherichia coli € um dos mais importantes agentes etiolégicos
isolados de bezerros zebuinos neonatos no Brasil (AVILA et al., 1988a) e
representa causa de mortalidade neonatal em bezerros de leite (REBHUN,
1995). Pertence a microbiota normal do trato gastrintestinal dos animais
domeésticos, com maiores concentragées no ileo distal e intestino grosso
(MERRITT, 1980). Em bezerros de corte, a morbidade da enfermidade pode
variar de 10 a 50% em rebanhos nao vacinados (HAGGARD, 1985). Contudo
segundo AVILA et al. (1988a) a morbidade e a mortalidade da colibacilose em
bezerros zebuinos podem alcancar taxas de 80 e 20% respectivamente.

A E. coli pode ser classificada, com base na presenca de fatores de
viruléncia, capacidade de invasdo e no desenvolvimento de manifestacdes
clinicas especificas, em enterotoxigénica (ECET), enteropatogénica (ECEP),
enterohemorragica/verotoxigénica ou produtora de Shiga-toxina (ECEH, ECEV
ou ECST), enteroaderente (ECEA) e enteroinvasiva (ECEI) e necrotoxigénica
(ECNT) (NAGY & FEKETE, 2005). Entre estes ja foram isolados em bezerros
diarréicos os tipos ECEP (LAZARO et al., 1994a), ECEV/ECEH (YANO et al,
1986, 1988; LAGE et al., 1993; DEAN-NYSTROM et al., 1997; LEOMIL et al.,
2003; SALVADORI et al., 2003; KANG et al., 2004) e ECNT (BOST et al., 2001;
SALVADORI et al., 2003). Contudo, o principal tipo de E. coli causadora de
diarréia em bezerros é a forma enterotoxigénica (ECET) (AVILA et al., 1996;
FAIRBROTHER, 1999; AL-MAJALI et al., 2000; UGRINOVICH et al., 2002;
MARGATHO & AVILA, 2003; FIGUEIREDO et al., 2004; NAGY & FEKETE,
2005).

O mecanismo pelo qual a ECET provoca diarréia consiste principalmente
em dois fatores de viruléncia: a produgao de enterotoxinas termoestaveis (STa
e STb) e termolabeis (LT1 e LT2) e a expressao de fimbrias de adeséo (A14,
F4, F5, F41, F17) (YANO et al.,, 1995; AVILA et al.,, 2000; MARGATHO &
AVILA, 2003; FIGUEIREDO et al., 2004; NAGY & FEKETE, 2005). As fimbrias
F5 (K99) e F41 sao frequentemente encontradas em bezerros com colibacilose
enterotoxigénica (AVILA et al., 2000; FIGUEIREDO et al., 2004) e a STa e a
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LT-2 sao as principais enterotoxinas envolvidas (AVILA et al., 2000;
UGRINOVICH et al., 2002; SALVADORI et al., 2003; NAGY & FEKETE, 2005).

O primeiro passo na patogenicidade da ECET é a adesao das fimbrias a
receptores espécie-especificos encontrados nas microvilosidades do intestino
delgado, principalmente do jejuno (AL-MAJALI et al., 2000), contudo sem
provocar alteragdes morfologicas (NAGY & FEKETE, 2005). A colonizagao
seguinte a adesao bacteriana proporciona o aumento da produg¢do de STa no
intestino. A STa é um peptideo ndo imunogénico de baixo peso molecular
(1500 Da) que estimula o sistema Adenil-ciclase (AMP), levando a um acumulo
de AMP ciclico com reducao da absor¢ao de agua e eletrdlitos, principalmente
de Na® e CI nas vilosidades e com secrecdo de CI' e H,O nas células das
criptas (YANO et al., 1995; AL-MAJALI et al., 2000; NAGY & FEKETE, 2005). A
doenca acomete principalmente bezerros de até duas semanas de idade
(HAGGARD, 1985; NAYLOR, 1996).

No Brasil, MENDONCA et al. (1996) encontraram 7,7% de ocorréncia da
E. coli enterotoxigénica em 52 bezerros de leite com diarréia estudados com
até 90 dias de idade. AVILA et al. (1988b) em estudo com bezerros com
diarréia encontraram taxa de isolamento de E. coli em 24,6% (91) dos animais
avaliados sendo que 24,17% (22) das cepas eram enterotoxigénicas. LAGE et
al. (1993) isolaram 165 de cepas E. coli em 41 bezerros leiteiros com diarréia
estudados e em 25 destas cepas detectaram-se citotoxinas. AVILA et al. (1994)
detectaram que E. coli era a causa primaria de diarréia em 25,08% (31)
bezerros de até 30 dias de idade e destas 38,7% (12) eram cepas
enterotoxigénicas. ALVES (1997) avaliando 100 bezerros leiteiros com diarréia
com até 100 dias de vida, detectou, positividade para E. coli enterotoxigénica
em 38% das amostras.

O principal sinal clinico da colibacilose € a diarréia, caracterizada por
fezes profusas, aquosas, amarelo-palidas ou esverdeadas e, raramente com
muco ou sangue, desidratagcédo, debilidade e obito dentro de poucos dias
(HAGGARD, 1985; CASTRO & YANO, 1992). Pode ocorrer sob a forma
septicémica, com obito dos animais nas primeiras 24 horas apds o nascimento
(MERRITT, 1980).

O diagnéstico presuntivo da infecgéo por E. coli € baseado no histérico e

sinais clinicos, sendo confirmado pela presenga da bactéria nas fezes, através
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da coprocultura. O diagndstico definitivo requer a deteccdo dos fatores de
viruléncia especificos (fimbrias, toxinas), utilizando aglutinagdo em latex
(McDONOUGH et al., 1994; CABALAR, 2001), cultura celular, reagdo em
cadeia pela polimerase, assim como métodos sorolégicos para estudos
epidemioldgicos (FAIRBROTHER, 1999; NAKAZATO, 2001, FUKUSHIMA et
al., 2003). Devido a possibilidade da ocorréncia de infecgbes associadas com
rotavirus, coronavirus e criptosporidiose, as fezes também devem ser
examinadas para o diagnéstico de enteropatégenos virais e protozoarios
(REBHUN, 1995).

O tratamento da colibacilose consiste na correcdo dos déficits
hidroeletroliticos e no uso de antimicrobianos (BENESI, 1999). A prevencgéao da
colibacilose neonatal com a vacinacdo das vacas prenhes com bacterinas
contendo as fimbrias F5 e F41 induziu resposta imune humoral anti-F5 e anti-
F41 (AVILA et al., 1986; GARCIA et al., 1994; YANO et al., 1995; AVILA et al.,
2000; FIGUEIREDO et al., 2004). MARGATHO & AVILA (2003) também
induziram resposta humoral em bezerros de maes imunizadas antes do parto

com vacina mista de Escherichia coli e Salmonella dublin.
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2.2. Salmonella sp

A salmonelose é uma doenga provocada por bactérias do género
Salmonella podendo acometer bovinos de corte e de leite (NIETFELD &
KENNEDY, 1999). A espécie S. typhimurium & o sorotipo mais comum
associado com a doenca em bezerros (SANTOS et al., 2001; FECTEAU et al.,
2003).

No Brasil, apesar da salmonelose ocorrer ha bastante tempo, as
diferentes condicbes de manejo e a escassez de recursos, combinadas com a
falta de infra-estrutura para o diagndstico laboratorial nas diversas regides do
pais, tornam dificil estabelecer a prevaléncia da enfermidade em bovinos
(PEREIRA et al., 2004). Nos Estados Unidos da Ameérica a salmonelose é
responsavel anualmente por prejuizos de 100 milhées de ddlares na produgao
bovina (SCHWARTZ, 1990), contudo, no Brasil nao existem dados relativos as
perdas causadas pela salmonelose em bezerros (PEREIRA et al., 2004).

Diferentes fatores podem contribuir para a multiplicacdo de Salmonella
sp, pois a bactéria estd presente na microbiota entérica dos animais
domésticos (REBHUN, 1995). Sua ocorréncia em bezerros portadores de
diarréia foi descrita por diversos autores (OLIVEIRA et al., 1989; LANCE et al.,
1992; SAAD, 1993; MENDONCA et al., 1996; ALVES, 1997; LIBBY et al., 1997;
FECTEAU et al., 2003).

A doenga ocorre comumente em bezerros entre a segunda e sexta
semana apos o nascimento, embora também possa acometer animais adultos
(JONES, 1992). Em bezerros de corte pode acometer individuos de menos de
uma semana de idade (NIETFELD & KENNEDY, 1999). PEREIRA et al. (2004)
isolaram Salmonella sp em 3,43% das amostras de fezes diarréicas de
bezerros de leite, com até 6 semanas de vida. Contudo, segundo BENESI
(1996), a infecgdo pode acometer todas as faixas etarias, principalmente
bezerros com até 4 meses de idade. Nos EUA 31,9% das infec¢des que afetam
bezerros com diarréia, acontecem em animais com idade igual ou superior a 60

dias e podem ser atribuidas a S. dublin. Bezerros com infecgbes agudas ou
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cronicas podem eliminar o microrganismo pelas fezes com ou sem sintomas
aparentes (REBHUN, 1995).

Em bezerros recém-nascidos a forma caracteristica da doenca é
representada por septicemia, com os animais apresentando depressao
profunda, apatia, decubito, febre (TZIPORI, 1985; WALLIS et al., 1995;
FECTEAU et al., 2003) e 6bito entre 24 e 48 horas (RADOSTITIS et al., 2002).
Na forma aguda o principal achado é diarréia aquosa, com tonalidade marrom,
com presenga de fragmentos de mucosa, fibrina, estrias de sangue (NIETFELD
& KENNEDY, 1999) e odor fétido (RADOSTITIS et al., 2002). A diarréia pode
levar a desidratacao, fraqueza, perda de eletrdlitos e disturbios acido-basicos
(RINGS, 1985; JONES, 1992).

A gravidade da doenca pode depender de uma série de fatores, entre
eles a viruléncia do sorotipo bacteriano, a concentracdo de patégenos no
ambiente e o “status” imune do individuo (RINGS, 1985). Segundo
YOKOYAMA et al (1998), existe correlagcdo positiva entre o grau de
colonizagédo intestinal e de outros 6rgaos internos com a taxa de mortalidade.
Diferentes sorotipos do género Salmonella produzem doengas similares. A
mortalidade por S. dublin ocorre principalmente até 4 semanas de idade,
enquanto S. typhimurium é mais frequente nas 3 primeiras semanas (JONES,
1992). O isolamento bacteriano confirma o diagnéstico (NIETFELD &
KENNEDY, 1999).
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2.3. Rotavirus

Reportado pela primeira vez em 1969 (MOEBUS et al.,, 1969), o
rotavirus hoje é considerado por diversos autores como o principal agente viral
envolvido com sindromes agudas entéricas em diferentes mamiferos, inclusive
no homem (TZIPORI, 1981; CARDOSO et al.,, 1989; ROEHE et al., 1989;
ALFIERI et al., 1991; BUZINARO et al.,, 2003). Associado principalmente a
diarréia em animais jovens, o rotavirus juntamente com coronavirus
representam a principal causa de diarréia viral em neonatos bovinos (BABIUK
et al., 1985; SNORDGRASS et al., 1986; ATHANASSIOUS et al., 1994).

Pertencente ao género Rotavirus, familia Reoviridae, o rotavirus é
classificado em 7 distintos grupos antigénicos de A a G (ESTES, 2001;
BUZINARO et al., 2003; ALFIERI et al., 2004). Os rotavirus do grupo A sao
isolados de bezerros e criangas com diarréia com maior freqiéncia
(KAMINJOLO & ADESIYUN, 1994; CLARK et al., 1996; BUZINARO et al.,
2003; ALFIERI et al., 2004). Contudo os do Grupo B e C ja foram isolados de
bezerros diarréicos (SNODGRASS et al, 1984; SAIF & JIANG, 1994,
KHURANA & PANDEY, 2001). Os rotavirus possuem 11 segmentos de RNA de
cadeia dupla, os quais quando separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida, apresentam padrdo de migragdo caracteristico denominado
eletroferétipo (ESTES & COHEN, 1989; JEREZ et al.,, 1989; BUZINARO &
JEREZ, 1998; BUZINARO et al., 2000).

Quanto a ocorréncia de rotavirus em bezerros diarréicos, HERNANDEZ
et al. (1987), no México, JANKE (1989) e BRENNER et al. (1993), nos Estados
Unidos da América, VARGAS et al. (1990), na Venezuela, INAMATSU et al.
(1991), no Japao, LUCHELLI et al. (1992), na Argentina, KAMINJOLO &
ADESIYUN (1994), em Trinidad e Tobago, observaram o agente viral em 19%,
26%, 41,49%, 28,2%, 22%, 53%, respectivamente, dos animais estudados.

No Brasil, varios estudos detectaram rotavirus em bezerros leiteiros com
diarréia. JEREZ et al. (1987) constataram que 29% das amostras dos bezerros
com até 30 dias de idade eram positivas. BRITO (1994) demonstrou a

rotavirose em 7,77% dos bezerros com idade variando de 1 a 120 dias. ALVES
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(1997) verificou que 31% dos bezerros com até 100 dias de idade eram
positivos. Estudando bezerros na faixa etaria de 2 a 60 dias, BARBOSA et al.
(1998), observaram que 60,6% dos animais avaliados foram positivos para
rotavirus, BUZINARO et al. (2000) detectaram positividade em 15% dos
animais avaliados com até 45 dias de idade e JEREZ et al. (2002) constataram
percentual de 14% entre bezerros de 1 a 37 dias de idade.

Em bezerros de corte das ragas Angus, Simental e Nelore criados de
forma semi-intensiva, BUZINARO et al. (2003) determinaram prevaléncia de
rotavirus em 63,8% das amostras pesquisadas em 3 estagcbes de paricao
consecutivas, sendo que o pico de infec¢gdo de 82,4% ocorreu na primeira
estagdo avaliada. ALFIERI et al. (2004), também isolaram rotavirus em
amostras fecais de bezerros de corte criados extensivamente.

Os bezerros tornam-se infectados pela via oral (HALL et al., 1992). A
gravidade da doenga pode ser determinada pela idade do bezerro quanto a
exposigcao a cepa viral, estresse, condigdes ambientais, falha na transferéncia
de imunidade passiva e infec¢gdes concomitantes com outros enteropatégenos
(SIMHON et al., 1984; HUNT, 1993; ALVES, 1997; BUZINARO, 2000). A
participacdo de bezerros clinicamente sadios na disseminagdo do virus pode
ser demonstrada pela detec¢cdo do virus em amostras fecais destes animais,
contudo maiores taxas de isolamento e de eliminacdo de particulas virais sédo
encontradas em surtos de diarréia (KAMINJOLO & ADESIYUN, 1994; ISHIZAKI
et al., 1995; BARBOSA et al., 1998). Ainda nao esta definida a participacao de
animais adultos como fonte de infecgado para os bezerros (CABALAR et al.,
2001).

A infeccao por rotavirus € limitada ao intestino delgado, sobretudo ao
epitélio do jejuno, sendo caracterizada pela destruicdo das vilosidades e
consequente substituicdo por células cubdides imaturas derivadas das criptas
intestinais, provocando ma-digestdo e ma-absorgédo (TZIPORI, 1981; HALL et
al., 1992; REBHUN, 1995).

Inicialmente os bezerros ficam apaticos e com relutadncia em alimentar-
se, podendo ocorrer disfungdes abdominais e ocasionalmente febre (TZIPORI,
1981). Desenvolve-se diarréia, que pode ser aquosa no inicio, mas

rapidamente torna-se amarelo-palida a esbranquicada e pastosa, contendo
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muco. A severidade dos sinais clinicos e a duragado da doenga sao variaveis,

podendo ser fatal em condigbes de campo (HALL et al., 1992).

Os rotavirus tém sido identificados nas fezes através de varios métodos
de diagnostico tais como: teste em placas (LANGONI, 1988), ensaio
imunoenzimatico (SIMHON et al., 1984; PEREIRA et al., 1985; BARBOSA at
al., 1998; BUZINARO et al., 2003; ALFIERI et al., 1991; ALFIERI et al., 2004),
imunofluorescéncia (ALFIERI et al., 1991), microscopia eletronica (SIMHON et
al.,, 1984; KAPIKIAN & CHANOCK, 1990; ALFIERI et al., 1991),
imunoperoxidase (ELLENS et al., 1978), aglutinagdo em latex (SANEKATA et
al., 1991; KAMINJOLO & ADESIYUN, 1994; ISHIZAKI et al., 1995) e
eletroforese em gel de poliacrilamida (ALFIERI et al., 1991; CABALAR et al.,
2001; KHURANA & PANDEY, 2001; JEREZ et al., 2002; BUZINARO et al.,
2003; ALFIERI et al., 2004). Testes de sorodiagnésticos ja foram utilizados no
diagnodstico de rotaviroses em bezerros, contudo devido a alta taxa de
prevaléncia de anticorpos contra virus entéricos em bovinos, 0 seu uso como
método de diagnostico tem valor limitado (TORRES-MEDINA et al.,, 1985;
JEREZ et al., 1987).



16
REVISAO DE LITERATURA

2.4. Coronavirus

O coronavirus bovino pertence a ordem Nidovirales, familia
Coronaviridae, que possui uma cadeia simples e ndao segmentada de RNA
(TAKIUCHI et al., 2006). Variagbes antigénicas, bioldégicas e no genoma dos
coronavirus bovinos tém sido relatadas (MILLANE et al., 1995). A diarréia é o
principal sinal clinico da coronavirose, contudo o virus também infecta o trato
respiratorio e esta associado a disenteria de invernos em bovinos adultos (EL-
KANAWATI et al., 1996; CLARK, 1993).

O coronavirus € um dos principais enteropatdégenos responsaveis pela
sindrome da diarréia neonatal, e como dito anteriormente, em conjunto com o
rotavirus sdo os principais enteropatdégenos de origem viral de bezerros
neonatos (ENGLAND, 1977; TZIPORI, 1981; HOET et al., 2003; TAKIUCHI et
al.,, 2006). Estudando bezerros leiteiros no Brasil JEREZ et al. (2002),
constataram que os coronavirus apresentaram frequéncia de ocorréncia maior
que os rotavirus.

A doenca acomete bezerros entre uma e trés semanas de idade, embora
a infecgcdo também seja frequente em animais com idade superior a 3 meses
(HALL et al., 1992; JEREZ et al., 2002; TAKIUCHI et al., 2006). A transmissao
ocorre pela via oral ou através de aerossoéis (KERSTING, 1998). Os sinais
clinicos sao semelhantes aos observados nas infecgbes por rotavirus,
consistindo em depressao, anorexia, fraqueza e diarréia aquosa com muco e
coagulos de leite. Em condigdes livres de associagdo com outros
enteropatogenos a diarréia provocada pelo coronavirus é mais severa em
relagdo aquela provocada pelo rotavirus, podendo levar a obito os animais
acometidos (TZIPORI, 1981; TORRES-MEDINA et al., 1985). As lesbes sao
caracterizadas por arrasamento e fusao das vilosidades, aumento do numero
de enterdcitos imaturos e edema da lamina propria da parede do intestino
delgado, contudo também se observam lesdes pelo coronavirus no intestino
grosso e linfonodos mesentéricos (TZIPORI, 1981).

Estudos de prevaléncia conduzidos na Franca, Espanha, Costa Rica e

Inglaterra, detectaram o coronavirus em 6,8%, 7,3%, 9% e 14%
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respectivamente (REYNOLDS et al., 1986; De La FUENTE et al., 1999; PEREZ
et al., 1998; NACIRI et al., 1999). Contudo dados da frequéncia do coronavirus

em rebanhos bovinos na América do Sul ainda sao escassos (TAKIUCHI et al.,
2006).

No Brasil, alguns estudos evidenciaram a participacdo do coronavirus
como agente etiolégico de diarréias neonatais em bovinos de leite e corte
(CAPPELLARO et al., 1990; ALFIERI et al., 1992; MEDICI et al., 2001; JEREZ
et al., 2002; STIPP et al., 2002; TAKIUCHI et al., 2006).

As amostras para o isolamento viral devem ser colhidas nas primeiras 24
horas apods o inicio da diarréia, devido a natureza citolitica do virus (REBHUN,
1995). O diagnodstico do coronavirus € muito laborioso e a real frequéncia do
virus em surtos de diarréia neonatal depende da técnica de diagnostico
empregada (TAKIUCHI et al., 2006). O diagnéstico € baseado na deteccéo do
virus ou do antigeno viral no tecido intestinal ou nas fezes (HALL et al., 1992),
uma vez que os achados post-mortem nao revelam alteracbes macroscopicas
significativas (TORRES-MEDINA et al.,, 1985). O virus ja foi detectado em
amostras fecais de bezerros diarréicos através da microscopia eletrdnica direta
(EGLAND, 1977; ATHANASSIOUS et al., 1994; McDONOUGH et al., 1994),
isolamento viral (KAPIL et al., 1996), teste de hemaglutinagdo associado a um
subsequente teste de inibicdo da hemaglutinagdo (KAPIL et al., 1999; JEREZ
et al., 2002); ELISA (REYNOLDS et al., 1986; ATHANASSIOUS et al., 1994;
HOET et al., 2003); reacdo da cadeia da polimerase - transcriptase reversa
(TSUNEMITSU et al., 1999; HOET et al.,, 2003) e a reagdo da cadeia da
polimerase — semi-nested (TAKIUCHI et al., 2006).
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2.5. Cryptosporidium spp.

Infecgbes por Cryptosporidium spp. (TYZZER, 1907) em bezerros
associadas com diarréia foram primeiramente descritas por PANCIERA et al.
(1971). Contudo, a acao do Cryptosporidium spp. como enteropatdgeno
primario nao estava ainda certa, pois na ocasiao havia uma associagao deste
protozoario com outros enteropatdgenos virais e bacterianos. Em 1980,
TZIPORI e colaboradores isolaram em um surto de diarréia neonatal apenas o
Cryptosporidium spp.. Desde entdo o Cryptosporidium spp. sozinho ou em
associacdo com outros enteropatdgenos € considerado um importante agente
etiologico da diarréia neonatal em bezerros de corte e de leite no Brasil e no
mundo (MODOLO et al, 1988; GARCIA & LIMA, 1994; ALVES, 1997; DE
GRAAF et al., 1999; HUETINK et al, 2001; GRINBERG et al., 2002; JOACHIM
et al. 2003; FEITOSA et al., 2004; LANGONI et al., 2004).

O Cryptosporidium é um coccideo, da familia Criptosporidae, género
Cryptosporidium, possui ciclo direto e € monoxeno, seu ciclo inclui uma fase de
merogobnia, gametogdnia e esporogbnia (FAYER et al., 1990). Parasita varios
mamiferos, e no homem esta associado a pessoas imunocompetentes
(ANGUS, 1987; LANGER et al., 2001). O Cryptosporidium parvum e o
Cryptosporidium andersoni (C. muris) sdo as espeécies que afetam os bovinos.
O C. andersoni parasita o abomaso de animais de todas as idades,
ocasionando gastrite e queda na produgao de leite (ESTEBAN & ANDERSON,
1995; FAYER, 1997). O C. parvum é a principal espécie de Cryptosporidium
spp. causadora de diarréia em bezerros leiteiros e de corte (NACIRI et al.,
1999; HUETINK et al., 2001), acometendo principalmente animais de uma a
trés semanas de idade (MODOLO et al., 1988; CHARLES et al., 1992; GARCIA
& LIMA, 1993; DE LA FUENTE et al., 1999; HUETINK et al., 2001; FEITOSA et
al., 2004; LANGONI et al., 2004), mas pode ocorrer em bezerros com idade
superior a 1 més (MODOLO et al., 1988; QUILEZ et al., 1996) e até em animais
adultos (MENDES-MAIA et al., 1995; SCOTT et al., 1995; QUILEZ et al., 1996).

A transmissdo ocorre por via oral, através da ingestdo de agua e

alimentos contaminados com oocistos de Cryptosporidium spp.. Animais
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adultos assintomaticos, ao eliminar oocistos nas fezes, tornam-se a principal
forma de propagacdo da doenca (QUILEZ et al., 1996), contudo a
contaminagao ocorre principalmente através da eliminagcdo de oocistos nas
fezes de bezerros diarréicos (XIAO & HERD, 1994, DE LA FUENTE et al.,
1999; HUETINK et al.,, 2001), confirmado por ORTOLANI et al. (1988) e
FEITOSA et al. (2004) que determinaram maior prevaléncia de Cryptosporidium
spp. nas fezes de bezerros criados em bezerreiros coletivos em relagcdo aos
mantidos em bezerreiros individuais. Na auséncia do contato direto com
bezerros doentes, vetores mecanicos como outros animais € 0 homem podem
carrear a infeccao entre os bezerros (HUETINK et al., 2001).

O ileo é o segmento intestinal mais afetado, exibindo lesbes histologicas
maiores, infecgdes no duodeno e intestino grosso também ocorrem, contudo
com uma menor frequéncia (TZIPORI et al.,, 1983; DE GRAAF et al., 1999;
LANGER et al., 2001; WYATT et al., 2001). LANGER et al. (2001), constataram
a presenca de receptores de superficie nas células epiteliais e mesoteliais
intestinais que se ligam a glicoproteina CSL, expressada pelo complexo apical
dos estagios infectivos do Cryptosporidium parvum, contudo segundo os
autores as células epiteliais sdo mais susceptiveis a adesédo e invasao pelo
parasita que as células mesoteliais. A diarréia causada pelo Cryptosporidium
spp ocorre pela ma-absorcao e pela hipersecrecédo, causada pela atrofia, fusdo
das vilosidades e inflamacéo. Infec¢des graves causam redugao significativa na
superficie mucosa do ileo (ANGUS, 1987; HUNT, 2002).

Os principais sinais clinicos sao diarréias moderadas, profusas, aquosas
e amareladas podendo apresentar sangue, muco ou leite digerido, anorexia,
depressao e desidratagao (KIRKPATRICK, 1985; HUNT, 1999; RADOSTITIS et
al., 2002). Estes sinais sao inespecificos, nao diferenciando a infecgao pelo C.
parvum de outros enteropatdgenos bacterianos (REBHUN, 1995).

Alta morbidade com baixa mortalidade sdo comuns na monoinfecgéo por
Cryptosporidium spp, contudo infecgdes mistas com outros enteropatdégenos
resultam taxas de mortalidade maiores (KIRKPATRICK, 1985; HUNT, 2002). A
prevaléncia de oocistos de Cryptosporidium spp encontrados em bezerros com
diarréia pode variar de 19% a 72% (MODOLO et al., 1988; OGASSAWARA et
al.,, 1989; GARCIA & LIMA, 1993, 1994; MUNDIM et al., 1995; SOUZA &
LOPEZ, 1995; QUILEZ et al., 1996; ALVES, 1997; JOACHIM et al., 2003).
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Técnicas tintoriais como Giemsa, Ziehl-Neelsen modificada, Safranina-
Azul de metileno, que consistem na detecgédo de oocistos de Cryptosporidium
spp. nas fezes, sdo largamente empregadas no diagndstico da criptosporidiose
(ANGUS, 1987; BOMFIM & LOPES, 1994; MODOLO et al., 1994; SCOTT et
al., 1995; KARASAWA et al., 2002), contudo ELISA (NACIRI et al., 1999;
FEITOSA et al., 2004) e PCR (WEBSTER et al., 1996; HUETINK et al., 2001)

também s&o empregadas.

O uso de antibidticos como o sulfato de paramomicina aumentou
significativamente o periodo pré-patente da infecgdo, contudo néo reduziu a
incidéncia da doenga nos animais testados (GRINBERG et al, 2002). O uso de
colostro bovino hiperimune conferiu protecdo parcial contra a criptosporidiose
(FAYER, 1989). Por isso o sucesso do controle da criptosporidiose a campo
requer o uso de vacinas que confiram uma rapida resposta imune celular
mediada no bezerro, higiene adequada do ambiente, a ingestao de colostro e
manejo de animais doentes evitando a disseminacdo do parasita a outros
animais (HARP & GOFF, 1995, 1998).
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3. OBJETIVOS

Considerando a importancia da pecuaria de corte para o pais, o sistema
extensivo de criagdo e o predominio da raca Nelore nestes rebanhos, a
presenca de diarréia em bezerros recém nascidos bem como a escassa
literatura especializada em ambito nacional enfocando esta sindrome neste
grupo de animais realizou-se o presente estudo objetivando:

1.Detectar a presenga dos enteropatdégenos E. coli, Salmonella sp.
rotavirus, coronavirus, Cryptosporidium spp. e os Estrongilideos em fezes
diarréicas de bezerros da raga Nelore com até 60 dias de idade, criados
extensivamente, comparando com amostras fecais oriundas de bezerros sem
diarréia;

2. Analisar a distribuicdo dos casos de diarréia ao longo das 9 primeiras
semanas de vida dos bezerros estudados;

3. Avaliar a sensibilidade dos enteropatégenos, isolados de animais com
e sem diarréia, aos agentes antimicrobianos;

4. Detectar a presenca da fimbria de adesao K99 nas cepas de E. coli
isoladas de bezerros com e sem diarréia;

5. Avaliar os aspectos macroscopicos, odor e presenga de estrias de
sangue nas fezes dos bezerros dos dois grupos;

6. Observar a presenca de onfalopatias nos bezerros dos dois grupos
estudados;

7. Avaliar e comparar os pesos a desmama entre os bezerros dos 2

grupos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Propriedade

Os animais estudados pertencem a uma propriedade, situada no
municipio de Comodoro — Mato Grosso, com area de pastejo aproximada de
28.000 ha, divididos em 05 retiros, possuindo cerca de 10.000 vacas da raca
Nelore de diversas ordens, exploradas extensivamente e distribuidas pelos 05
retiros da propriedade. Os nascimentos dos bezerros se concentram entre os
meses de outubro a novembro, nascendo em média 7.000 bezerros por
estacao de paricdo, em piquetes maternidade. Sendo estes piquetes formados
por Brachiaria decumbens, com fontes de agua compostas por cochos,
cacimbas e riachos, e com taxa de lotagcdo média de uma unidade animal por
hectare. Ao nascer os bezerros recebem 200ug/kg de peso vivo de
doramectina (Dectomax®) por via subcutanea e aplicagao topica de Umbicura®
em seus umbigos. A propriedade utiliza a Inseminagao Atrtificial seguida por
repasse com touros a campo. Surtos de diarréia entre os bezerros, sao
identificados na propriedade ha alguns anos, com taxa de morbidade e
letalidade de 10 e 5% respectivamente. Todos os bezerros que apresentam
quadro de diarréia sdo medicados com tetraciclina pelos funcionarios de campo
da fazenda. Vacinagdes peridodicas contra a Febre Aftosa, Brucelose,
Carbunculo Sintomatico e Raiva sao realizadas na propriedade, nao havendo

plano de vacinagao especifico contra a diarréia neonatal bovina.

Dectomax® (Doramectina a 1%), Laboratério Pfizer Ltda.
Umbicura® (Acido Picrino — 2%, lodoférmio — 0,5%, Colofonia — 0,5%, Fenol —

5% e Dichlorvos técnico — 2%), Pecuarista D' Oeste de Aragatuba.
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4.2. Animais

Foram colhidas aleatoriamente amostras fecais de bezerros da raca
Nelore, em um total de 100 bezerros apresentando diarréia e 30 bezerros
sadios com até 60 dias de idade, criados extensivamente. Os animais foram
avaliados quanto a presenca de onfalopatias e as fezes foram avaliadas quanto
a consisténcia, coloragdo, odor e a presenca de sangue. Todos os bezerros
foram marcados e tatuados, além de pesados ao nascimento e aos 210 dias de

idade. Os resultados foram anotados em fichas individuais.

4.3. Colheita das amostras

As amostras fecais foram colhidas aleatoriamente a partir da observagao
a campo dos bezerros com diarréia, entre os dias 23 de outubro e 21 de
novembro de 2002. As fezes dos bezerros controle foram colhidas ao término
da colheita dos bezerros diarréicos. Com o objetivo de certificar que os
bezerros do grupo controle n&o tivessem apresentado quadro de diarréia, os
mesmos foram observados desde o nascimento até o momento da colheita das
amostras, periodo que variou do dia 21 de setembro a 21 de novembro de
2002. As fezes foram colhidas diretamente da ampola retal dos animais,
utilizando luvas estéreis de latex, dentro das primeiras 24 horas apos o inicio
da diarréia. Todas as amostras foram colhidas antes da instituicdo de qualquer
tipo de tratamento. As amostras foram analisadas quanto ao aspecto visual
macroscopico e classificadas em diarréicas e nao diarréicas. Cinco aliquotas
fecais, de cada bezerro, foram armazenadas em recipientes de boca larga
estéreis. Para a pesquisa de enterobactérias e protozoarios (Cryptosporidium
sp) as amostras foram mantidas refrigeradas (4 a 8°C), enquanto que as
amostras fecais para detecgéao viral (rotavirus e coronavirus) foram congeladas

(- 20°C) e encaminhadas em 24 horas aos locais de processamento. O exame
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de GORDON & WHITLOCK (1939), modificado para contagem de ovos por
grama de fezes foi realizado logo apos a colheita.

4.4. Técnicas utilizadas

4.4.1. Pesquisa e identificagao de enterobactérias

A pesquisa de enterobactérias foi realizada no Laboratério de
Diagnéstico Microbioldgico do Departamento de Higiene Veterinaria e Saude
Publica — FMVZ/UNESP campus Botucatu/SP. As amostras fecais foram
processadas pela semeadura direta de material fecal, nos meios de Agar
Sangue ovino (5%) e Agar MacConkey, incubadas & temperatura de 37° C em
condicdes de aerobiose, com leitura e identificacdo das col6nias em 24, 48, 72
e 96 horas. Paralelamente, a mesma amostra foi semeada no meio seletivo do
Caldo Tetrationato e incubada a temperatura de 37° C, em condigbes de
aerobiose por um periodo aproximado de 12 horas (durante a noite) para
posterior repique em Agar Salmonella - Shigella, nas mesmas condigdes
descritas para a semeadura direta, de acordo com a metodologia proposta por
EDWARDS & EWING (1972). Os microrganismos foram identificados segundo
suas caracteristicas morfotintoriais, de cultivo e bioquimicas conforme o
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (KRIEG & HOLT, 1984).

4.4.2. Teste de sensibilidade microbiana “in vitro”

Os enteropatogenos de origem bacteriana isolados dos grupos
estudados foram submetidos a prova de sensibilidade microbiana “in vitro” -
teste de difusdo com discos (BAUER et al., 1966), frente aos seguintes
antimicrobianos: ampicilina, ceftiofur, enrofloxacina, florfenicol, gentamicina,
neomicina, norfloxacina, sulfametoxazol + trimetoprim (sulfazotrim) e

tetraciclina.



27
MATERIAL E METODOS

4.4.3. Detecgao de Fimbria de Adesao K99 (F5)

As cepas de Escherichia coli isoladas dos grupos estudados foram
submetidas a deteccao de fimbrias de adesao K99 (F5), através da aglutinacéo
em latex utilizando o KIT FIMBREX® K99. Este método & um teste de
aglutinagdo rapida usando um latex recoberto com anticorpos monoclonais
para detecgao de fimbrias e adesdo K99 (F5), segundo THORNS et al. (1989).

4.4.4. Pesquisa de virus

4.4.4.1. Detecgao do rotavirus do grupo A, através da eletroforese em gel
de poliacrilamida a 7,5% (EGPA) corado com Nitrato de Prata (PEREIRA et
al., 1985).

Para a extragdo bruta das amostras fecais, 1g de fezes foi pesado em
balanga de precisdo e depositado em tubos de centrifuga, em seguida foi
adicionado 9 mL de tampéao estabilizador TRIS / Ca 1X Ph 7,4. Apbs a
completa homogeneizagédo os tubos foram calibrados e centrifugados por 10
minutos em 3.000 rpm. O sobrenadante foi recolhido em Microtubos Safe-
Lock® identificados e estocados a -20 °C até o processamento.

Para a extracdo das amostras de RNA, foram pipetados 400 pL da
suspensao fecal diretamente do Microtubo Safe-Lock® identificado e adicionado
em tubo de centrifuga a 40 pL de lauril sulfato de sddio a 10%, homogeneizado
e mantido em banho-maria a 56 °C por 30 minutos. A amostra foi centrifugada
a 10.000 rpm por 10 minutos, em seguida 500 pL de fenol / cloroférmio — alcool
isoamilico foram adicionados. Novamente a amostra foi homogeneizada e
submetida a banho-maria a 56 °C por 15 minutos. Logo apds, a amostra foi
centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa foi recolhida em um
outro Microtubo Safe Lock®, onde foram adicionados 40 ML de NaCl a 20% e

etanol absoluto a — 20 °C até completar o tubo.

Kit Fimbrex® Veterinary Laboratories Agency — Department for Environment, Food & Rural
Affairs — United Kingdom.
Microtubos Safe-Lock® - Eppendorf do Brasil.
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A amostra foi homogeneizada por inversao e estocada a -20 °C. Apods 12
horas do congelamento a amostra foi centrifugada por 15 minutos a 10.000
rom. Em seguida o sobrenadante foi desprezado por inversao e os tubos foram
secados na posicao invertida sobre papel filtro. O sedimento foi ressuspendido
em 35 pL de tampao dissociador e novamente a amostra foi mantida em
banho-maria a 56 °C por 15 minutos.

As placas de eletroforese seladas em suas extremidades com Agar a 2%
foram preparadas com a adicédo inicialmente do gel inferior a 7,5%, em seguida
foi adicionada sobre o gel 4gua para verificar a polimerizagdo. Apds a completa
polimerizagao do gel inferior, a agua restante foi retirada com papel de filtro e o
gel superior (concentrador) a 3,5% foi adicionado. Os pentes para formagao da
canaletas foram colocados. Apds a completa polimerizagdo do gel, o espagador
inferior foi retirado e as placas de gel foram cuidadosamente fixadas a cuba de
eletroforese. O tampao de corrida foi adicionado nos reservatoérios superior e
inferior da cuba. O pente foi cuidadosamente retirado e as amostras de RNA
foram adicionadas nas canaletas.

Apods a adigado de todas as amostras a cuba eletroforética foi ligada a
uma fonte de tensédo e a corrente de 100V e 20mA. Aguardou-se a corrida
eletroforética até a completa migragado do corante azul de bromofenol gel, em
seguida as placas e os espagadores foram retirados, restando somente o gel.
O gel foi transferido para a solugao fixadora por 30 minutos. O restante de
solucédo foi desprezado e o gel foi mantido em uma solugdo de corante de
nitrato de prata por 30 minutos, sob agitagbes periddicas. O corante foi
desprezado e o gel foi lavado duas vezes com agua destilada.

Foi acrescentada a amostra uma solugao reveladora, e o gel foi mantido
nesta solucdo até a visualizacdo das bandas. Em seguida, a revelagao foi
interrompida pela adigdo da solugdo STOP por no minimo 15 minutos até a
secagem do gel.

As amostras foram consideradas positivas quando os 11 segmentos

gendmicos de RNA dupla fita do rotavirus grupo A foram identificados.
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4.4.4.2. Detecgao do coronavirus bovino, através da Reagao em Cadeia
pela Polimerase Semi-Nested (SN — PCR) (TAKIUCHI et al., 2006).

As amostras fecais foram preparadas em suspensdes a 10% de fezes
sélidas e semiliquidas e a 50 % de fezes liquidas em solugéo salina tamponada
(PBS), em seguida foram centrifugadas por 15 minutos a 3.000 rpm a 4 °C. O
sobrenadante foi recolhido em Microtubos Safe-Lock® identificados.

O procedimento para a extracdo do RNA viral das amostras foi
semelhante ao descrito para o rotavirus até a segunda centrifugagao, quando
as amostras foram processadas pelo método da silica / isotiocianato de
guanidina (BOOM et al., 1990). O RNA da amostra foi separado da silica pela
adicao de 50 pL de agua estéril ultrapura (MiIIiQ®) e incubado por 15 minutos a
56 °C, seguido da centrifugacédo a 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi retirado e congelado a -20 °C até o processamento.

Em seguida o RT-PCR para producdo de cDNA foi realizado utilizando-
se os seguintes primers: 5-GCCGATCAGTCCGACCAATC-3"'(upstream) e 5°-
AGAATGTCAGCCGGGGTAT 3'(downstream), o que amplificou um fragmento
de 407 pares de base do gene N do coronavirus bovino (TSUNEMTITSU et al,
1999). Para realizar o SN-PCR foram desenhados outros primers: 5'-
TGTGGGTGCGAGTTCTGC 3’ (foward) e 5- TTGCTAGTCTTGTTCTGGC 3’
(reverse). As condi¢cdes de amplificacdo foram as descritas e a reagdo em
cadeia pela polimerase Semi-Nested foi realizada segundo TAKIUCHI et al.
(2006).

4.4.5. Pesquisa de Cryptosporidium spp.

As amostras de fezes para pesquisa de Cryptosporidium foram
conservadas em solugdo de formalina a 10%, pH 7 em solugdo salina
tamponada (PBS), homogeneizadas na proporcao de 1: 3, até o momento do
processamento. Apdés a filtragem em gazes, 4 mL do material foram

transferidos para tubos de centrifuga acrescidos com 2 mL de solugéo salina, e

MilleQ® - Interface Equipamentos e Técnica, LDA.
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centrifugados a 1500 rpm por 8 minutos. O sobrenadante obtido foi desprezado
e 3 mL de éter refrigerado foram adicionados a amostra. O tubo foi
homogeneizado vigorosamente por 30 segundos e novamente submetido a
centrifugagcéo a 1500 rpm por 8 minutos (técnica de sedimentagdo em solugéo
salina tamponada e de centrifugagdo por gradiente de densidade segundo
WALDMAN et al, 1986). Novamente o sobrenadante foi desprezado e
esfregacos finos foram feitos com 0,1 yL do material restante, em ladminas
etiquetadas e desengorduradas. As laminas secaram em temperatura ambiente
e foram fixadas com metanol por 3 minutos. As |aminas foram coradas pela
fucsina carbdlica por 20 minutos, em seguida foram lavadas levemente com
agua corrente e foram descoradas ao serem lavadas rapidamente com alcool -
acido sulfurico. Novamente as Iaminas foram lavadas com agua e o fundo das
laminas foi contrastado ao serem lavadas com azul de metileno a 1% por 3
minutos. O excesso do azul de metileno foi removido ao lavar as laminas com
agua (método de coloragéo de Ziehl-Nielsen modificado segundo HENRIKSEN
& POHLENZ, 1981). As laminas foram lidas em microscépio éptico em imerséo
com aumento de 40 X. A amostra foi considerada positiva quando oocistos do

género Cryptosporidium foram identificados.

4.4.6. Pesquisa Quantitativa do Numero de Ovos por Grama de Fezes

O exame quantitativo para contagem do numero de ovos por grama de
fezes (OPG), foi realizado pelo método de GORDON & WHITLOCK (1939)
modificado utilizando-se camara de McMaster, imediatamente apds a colheita

das fezes.

4.5. Analise dos resultados

Os resultados obtidos apds a realizacdo das técnicas utilizadas para
deteccdo dos enteropatdégenos nas amostras fecais dos grupos estudados,

bem como a avaliagdo macroscopica das fezes e a presenca de onfalopatias
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foram analisadas descritivamente. Para o peso dos bezerros a desmama foi

realizado teste t, com significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

A avaliagdo macroscoépica das fezes colhidas de 100 animais com
diarréia permitiu constatar que 65% dos animais apresentavam fezes liquidas e
35% fezes pastosas amolecidas, com predominio da coloragédo esverdeada das
fezes (73%), seguida da coloragdo amarelada (17%) e esbranquigada (10%). O
odor fétido das fezes foi observado em 89%, enquanto que o restante dos
animais (11%) n&o apresentava alteracbes no odor de suas fezes. Nao foi
observada a presenca de sangue nas fezes de nenhum bezerro deste grupo.
Os 30 bezerros do grupo controle ndo apresentavam em suas fezes alteragdes
macroscopicas e nem no odor.

Observou-se que dos 100 bezerros com diarréia, em 79% foram
encontrados os agentes pesquisados em suas amostras fecais (Figura 1),
constatando-se em 51,89% (41/79) a participagdo de um agente e em 48.11%
(38/79) de multiplos agentes (Figura 2). No grupo controle a taxa de deteccao
dos enteropatdgenos nas amostras fecais foi de 70% (21/30) (Figura 3), entre
estes foi verificada em 85,71% (18/21) a presengca de monoinfecgdo e em
14,29% (3/21) o isolamento de mais de um enteropatdgeno (Figura 4), (Tabelas
1e2).

A Escherichia coli foi o microorganismo mais frequente (69% - 69/100),
seguido do Cryptosporidium spp. (30% - 30/100), coronavirus (14% - 14/100) e
do rotavirus (11% -11/100) no grupo dos bezerros com diarréia (Tabela 3,
Figura 5). No grupo controle a ordem decrescente dos enteropatogenos
isolados foi E. coli (66,66% - 20/30), Cryptosporidium spp. (10% - 3/30) e
coronavirus (3,33% - 1/30) (Tabela 4, Figura 6).

Salmonella sp. e ovos de estrongilideos ndo foram detectados nem no
grupo com diarréia nem no grupo controle, sendo que neste ultimo grupo

também nao foi detectado o rotavirus (Tabela 3 e 4).
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A frequéncia dos enteropatdégenos detectados nas fezes dos bezerros do
grupo com diarréia comparada ao do grupo de bezerros sem diarréia esta
ilustrada na tabela 5 e figura 7.

As associagdes entre o Cryptosporidium spp. e a E. coli (20%);
coronavirus e a E. coli (5%); coronavirus, Cryptosporidium spp. e a E. coli (5%);
E. coli e o rotavirus (3%); coronavirus e o rotavirus (2%); coronavirus, E. coli e
o rotavirus (1%); E. coli, Cryptosporidium spp. e o rotavirus (1%) e
Cryptosporidium spp. e o rotavirus (1%) foram observadas no grupo dos
bezerros com diarréia, e estao dispostas, em conjunto com a prevaléncia das
monoinfeccgdes, na tabela 6 e figura 8.

No grupo controle foram observadas apenas as associagdes entre o
Cryptosporidium spp. € a E. coli (6,66%) e o coronavirus e a E. coli (3,33%),
estando descritas na tabela 7 e figura 9 .

As tabelas 6 e 7 estdo agrupadas na tabela 8, que mostra a frequéncia
dos enteropatogenos isolados, em monoinfecgdo ou em associagéo, a partir de
amostras fecais diarréicas e ndo diarréicas (Figura 10).

A fimbria de adeséo K99 (F5) foi detectada em 5,8% (4/69) das cepas de
E. coli isoladas a partir de amostras de fezes dos bezerros com diarréia. Nas
cepas isoladas das amostras fecais do grupo controle ndo foi detectada a
presencga da fimbria K99 (F5) (Tabela 9).

Os animais com diarréia portadores da Escherichia coli positiva para a
fimbria de adesdo K99 (F5), ndo apresentavam em suas fezes a presenca de
nenhum outro enteropatégeno.

A tabela 10 e a figura 11 apresentam as frequéncias de detecgédo dos
enteropatdégenos nas amostras fecais dos bezerros com e sem diarréia,
contudo nesta tabela e figura apenas foram tabuladas as cepas de E. coli K99,
nao sendo tabuladas as demais cepas de E. coli.

Todos os rotavirus detectados apresentaram perfil eletroforético
semelhante aos do Grupo A.

Nenhum oocisto de Eimeria spp. € Giardia sp foram detectados através
da contagem de ovos por grama de fezes nas amostras de fezes dos animais

de nenhum dos dois grupos.
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Ao distribuir os 100 bezerros com diarréia ao longo de 9 semanas de
vida, obteve-se uma maior ocorréncia de diarréia entre a quinta e oitava
semana, com o pico dos casos na sexta semana de vida (23/100) (Figura 12).

Os bezerros do grupo com diarréia foram divididos em grupos com
quatro (1 a 15, 16 a 30, 31 a 45 e 46 a 60 dias) e duas faixas etarias (1 a 30 e
31 a 60 dias), e a frequéncia de isolamento dos enteropatdégenos foi observada
e descrita nas tabelas 11 e 12 e figuras 13 e 14.

A freqUéncia de isolamento dos enteropatégenos em monoinfecgdes e
em associagdes das amostras distribuidas em 4 faixas etarias (1 a 15, 16 a 30,
31 a 45 e 46 a 60 dias) e duas faixas etarias (1 a 30 e 31 a 60 dias), dos
bezerros com diarréia estdo descritas nas tabelas 13 e 14.

A estratificacdo dos bezerros do grupo controle em grupos de faixas
etarias nao foi realizada, pois os bezerros deste grupo apresentavam 45 (20
animais) e 60 dias (10 animais).

A figura 15 apresenta os indices de sensibilidade e resisténcia aos
antimicrobianos testados nas 69 cepas de E. coli isoladas a partir de 100
amostras de fezes de bezerros com diarréia, onde se evidenciou maior
sensibilidade a enrofloxacina e norfloxacina (92,75%), seguidas da
gentamicina, florfenicol e sulfazotrim (91,30%), em detrimento dos maiores
indices de resisténcia constatados frente a tetraciclina (30,44%) e ampicilina
(31,89%), enquanto que a figura 16 mostra os indices de sensibilidade e
resisténcia aos antimicrobianos testados nas 20 cepas de E. coli isoladas das
amostras de fezes dos 30 bezerros do grupo controle, sendo possivel observar
indices de 100% de sensibilidade frente aos antimicrobianos enrofloxacina,
norfloxacina, gentamicina, florfenicol e sulfazotrim, contrastando com os
maiores indices de resisténcia a neomicina (35%), tetraciclina (35%) e
ampicilina (30%).

Na tabela 15 os indices de sensibilidade e resisténcia das cepas de E.
coli frente aos antimicrobianos tanto do grupo de bezerros com diarréia quanto
do grupo controle estdo reapresentados.

No grupo de bezerros com diarréia foi observado que 52,17% (36/69)
das cepas de E. coli isoladas mostraram-se sensiveis a todos os
antimicrobianos testados na prova por difusdo de disco, 11,59% (8/69) das

cepas mostraram-se resistentes a 1 antimicrobiano, 14,49% (10/69) a 2
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antimicrobianos e 21,73% (15/69) mostraram resisténcia acima de 2
antimicrobianos, ja no grupo controle, 40% (8/20) das cepas de E. coli
mostraram sensibilidade a todos os antimicrobianos testados, 15% (3/20)
apresentaram resisténcia a 1 antimicrobiano, 35% (7/20) apresentavam
resisténcia a 2 antimicrobianos enquanto que 10% (2/20) mostravam-se
multiresistentes a mais de 2 antimicrobianos (Tabela 16).

As 4 cepas de E. coli K99" apresentaram resisténcias maiores que as
cepas de E. coli K99" negativas, sendo resistentes a pelo menos 2
antimicrobianos testados, prevalecendo 100% de resisténcia a tetraciclina e
completamente sensiveis apenas ao florfenicol.

A tabela 17 e a figura 17 apresentam os resultados dos exames
bacteriologicos realizados nas 100 amostras de fezes diarréicas, considerando
todas as enterobactérias isoladas em cultura pura ou em associacdo. A E. coli
foi isolada em 64 (64%) das amostras como cultura pura, sendo seguida pelo
Citrobacter sp 6 (6%), Hafia alvei 5 (5%), Klebsiella pneumoniae 5 (5%),
Enterococcus sp 3 (3%), Enterobacter sp 3 (3%), Proteus mirabilis 2 (2%),
Morganella sp 1 (1%) e Pseudomona aeruginosa 1 (1%). As associagdes entre
a E. coli e o Citrobacter sp, e a da K. pneumoniae e o Enterococcus sp foram
observadas cada uma em 2 (2%) amostras fecais, enquanto que as
associacoes entre E. coli e o Enterococcus sp, E. coli e o Enterobacter sp, E.
coli e a K. pneumoniae e a K. pneumoniae e a Morganella sp foram observadas
cada uma em 1 (1%) das amostras fecais. Em 2 (2%) amostras nao foi isolada
nenhuma enterobactéria.

De forma similar a tabela 18 e a figura 18 apresentam o resultado dos
exames bacterioldgicos realizados nas 30 amostras de fezes dos bezerros do
grupo controle, onde foi verificado o isolamento em cultura pura de E. coli em
10 (33,33%), Klebsiella pneumoniae 3 (10%) e Enterobacter sp 1 (3,33%)
amostras fecais. A associagdo de microorganismos de origem bacteriana neste
grupo foi observada entre E. coli e o Enterobacter sp (4 — 13,33%), E. coli e a
K. pneumoniae (2 — 6,66%), E. coli e o Enterococcus sp (1 —3,33%), E. colie o
Citrobacter sp (1 — 3,33%), E. coli e a H. alvei (1 — 3,33%), E. coli, K.
pneumoniae e o Citrobacter sp (1 — 3,33%), K. pneumoniae e o Citrobacter sp

(1 — 3,33%) e Enterococcus sp e o Citrobacter sp (1 — 3,33%). Nenhuma
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bactéria foi isolada em 13,33% (4) das amostras fecais dos bezerros do grupo
controle.

Os dados das tabelas 17 e 18 e figuras 17 e 18 estdo agrupados na
tabela 19 e figura 19 respectivamente.

Onfalopatias estavam presentes em 43% dos bezerros do grupo com
diarréia, ndo sendo essa enfermidade verificada no grupo controle, como
mostra a tabela 20.

Até os 210 dias de idade nao foi constatado nenhum &bito entre os
animais dos dois grupos estudados, nesta ocasido a média dos pesos ao
desmame dos bezerros do grupo controle e com diarréia foi, respectivamente,
165,5kg (£ 19,45kg) e 163,4kg (£ 22,54kg) ndo sendo observada diferenga

estatistica entre os grupos.
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TABELA 1. Deteccao de enteropatégenos em amostras de fezes de bezerros da
raca Nelore, com diarréia e clinicamente sadios, de uma propriedade em
Comodoro / MT (2006).

ENTEROPATOGENOS Diarréia Sem Diarréia
n (%) n (%)
Amostras positivas 79 ( 79,00) 21 ( 70,00)
Amostras negativas 21 ( 21,00) 09 ( 30,00)
Total 100 (100,00) 30 (100,00)

n = naumero de amostras testadas

TABELA 2. Frequéncia percentual da presenca da monoinfecgdo e de infecgéo
mista de enteropatdgenos isolados em amostras de fezes de bezerros da racga
Nelore, com diarréia e clinicamente sadios, de uma propriedade em Comodoro /
MT (2006).

ENTEROPATOGENOS Diarréia Sem Diarréia
n (%) n (%)
Monoinfecgao 41 ( 51,89) 18 ( 85,71)
Infecg@o mista 38 ( 48,11) 03 ( 14,29)
Total 79 (100,00) 21 (100,00)

n = numero de amostras testadas
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@ Amostras Positivas
O Amostras Negativas

FIGURA 1. Deteccao de enteropatdogenos em 100 amostras de fezes diarréicas de

bezerros da raga Nelore com até 60 dias de idade (Comodoro / MT, 2006).

48,11%

@ Monoinfecgéo
O Infecgao Mista

FiIGURA 2. Frequéncia percentual de enteropatégenos em monoinfecgédo e
infeccdo mista, em 100 amostras de fezes diarréicas de bezerros da raca Nelore
de até 60 dias de idade (Comodoro- MT, 2006).
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O Amostras Positivas

O Amostras Negativas

FIGURA 3. Detecgado de enteropatogenos em 30 amostras de fezes de bezerros

da raca Nelore com até 60 dias de idade, sem diarréia (Comodoro / MT, 2006).

O Monoinfecgéo
O Infecgdo Mista

FIGURA 4. Frequéncia percentual de enteropatdogenos, em monoinfeccéo e
infeccdo mista, em 30 amostras de fezes de bezerros Nelore com até 60 dias de

vida, sem diarréia (Comodoro- MT, 2006).
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TABELA 3. Deteccao de enteropatégenos em amostras de fezes diarréicas de 100
bezerros da raca Nelore com até 60 dias de idade, de uma propriedade em
Comodoro / MT (2006).

Enteropatégenos n (%)
Escherichia coli 69 (69,00 )
Cryptosporidium spp. 30 ( 30,00)
Coronavirus 14 ( 14,00)
Rotavirus 11 ( 11,00)
Salmonella sp. 0 ( 0,00)
Estrongilideos 0 ( 0,00)

n = namero de amostras isoladas
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FIGURA 5. Detecgao de enteropatégenos em amostras de fezes diarréicas de 100
bezerros da raca Nelore com até 60 dias de idade, de uma propriedade em
Comodoro / MT (2006).
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TABELA 4. Deteccao de enteropatégenos em 30 amostras fecais de bezerros da

raca Nelore, sem diarréia com até 60 dias de idade, de uma propriedade em

Comodoro / MT (2006).

Enteropatégenos n (%)
Escherichia coli 20 ( 66,66 )
Cryptosporidium spp. 3 ( 10,00)
Coronavirus 1 ( 3,33)
Rotavirus 0 ( 0,00)
Salmonella sp. 0 ( 0,00)
Estrongilideos 0 ( 0,00)
n = niumero de amostras isoladas
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FIGURA 6. Detecgcdo de enteropatdogenos em 30 amostras fecais de bezerros
Nelore sem diarréia com até 60 dias de vida, de uma propriedade em Comodoro /

MT (2006).
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TABELA 5. Frequéncia de isolamento dos enteropatdogenos isolados de amostras
fecais de bezerros da raca Nelore, de até 60 dias de idade, com e sem diarréia, de

uma propriedade em Comodoro / MT (2006).

ENTEROPATOGENOS Escherichia coli Cryptosporidium spp. Coronavirus  Rotavirus
n (%) n (%) n (%) n (%)

Bezerros com diarréia 69  ( 69,00) 30 ( 30,00) 14  ( 14,00) 11 ( 11,00)
n =100

Bezerro sem Diarréia 20 ( 66,33) 03 ( 10,00) 01 ( 3,33) 00 ( 00,00)
n= 30

n = amostras testadas
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FIGURA 7. Frequéncia de isolamento dos enteropatdogenos isolados de amostras
fecais de bezerros da raca Nelore, de até 60 dias de idade, com e sem diarréia, de

uma propriedade em Comodoro / MT (2006).
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TABELA 6. Deteccao de enteropatégenos em monoinfecgdo e em infecgao mista,
em amostras de fezes diarréicas de 100 bezerros da raga Nelore com até 60 dias

de vida, de uma propriedade em Comodoro / MT (2006).

Enteropatégenos n (%) Enteropatégenos n (%)
Escherichia coli 34 ( 34,00) Rotavirus + Coronavirus 02 ( 2,00)
E. coli + Cryptosporidium spp. 20 ( 20,00) Rotav!rus +Coronavirus + 01 ( 1,00)
E. coli + Coronavirus 05 ( 5,00) g'cﬁggavirus 01 ( 1,00)
E. coli + Coronavirus + 05 ( 5,00) E. coli+ Rotavirus + 01 ( 1,00)
Cryptosporidium spp. Cryptosporidium spp.

E. coli + Rotavirus 03 ( 3,00) Rotavirus + 01 ( 1,00)
Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp. 03 ( 5,00) Salmonella sp. 00 ( 0,00)

Rotavirus 03 ( 3,00) Estrongilideos 00 ( 0,00)

n = numero de amostras isoladas

50%

w
i
= 40%
S 34%
£ —
<C
D 30%
=]
£
@ 20%
o
=
=
ﬂ)
2
o
o 0%
5% 5%
3% 3% 3% 0
m W oo % 1% 1% %
0% || . I:I . I:I I:I M == == = =
&, kY & & & G, 4 4 2 & S,
Us, U, s, K2 " /@//- é”// o, 0/0//29 o, %)”// 8/0}0 //b/} ’
7%, > @, S % £ 7 ) Us 8, 9,
2 % O 0 [ Vi, * [ s %, . * @ %,
Q, U % %) 9, %, &) 5, &, c %
% 0%, S, Yy, Ty, % %, %, 2
oy, sy o 2, S S Pl
P ' “ % T, %,
% % Z %, @
% S, %, 0, 8
Yy, 7l X,
Dy, 2
% 5

Enteropatdgenos

FIGURA 8. Detecgao de enteropatégenos em monoinfec¢cdo e em infec¢cao mista,
em amostras de fezes diarréicas de 100 bezerros da raca Nelore com até 60 dias

de idade, de uma propriedade em Comodoro / MT (2006).
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TABELA 7. Deteccdo de enteropatdogenos sozinhos e em associagdo, em

amostras fecais de 30 bezerros da ragca Nelore, sem diarréia, com até 60 dias de

idade, de uma propriedade em Comodoro / MT (2006).

Enteropatégenos n (%)

Escherichia coli 17 (56,66 )

E. coli + Cryptosporidium spp. 2 ( 6,66)

E. coli + Coronavirus 1 ( 3,33)

Cryptosporidium spp. 1 ( 3,33)

n = numero de amostras isoladas
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FIGURA 9. Deteccdo de enteropatdogenos, sozinhos e em associagdo, em

amostras fecais de 30 bezerros da raca Nelore, sem diarréia, com até 60 dias de

idade, de uma propriedade em Comodoro / MT (2006).
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TABELA 8. Deteccdo de enteropatdgenos, sozinhos e em associagdo, em
amostras fecais de 100 bezerros com diarréia e 30 bezerros sem diarréia, de uma

propriedade em Comodoro / MT (2006).

Diarréia Controle Diarréia Controle
Enteropatégenos n (%) n (%) Enteropatégenos n (%) n (%)
Escherichia coli 34 (34,00) 17 (56,66) Rotavirus 02 (2,000 00 (0,00)
+Coronavirus
Escherichia coli + 20 (20,00) 02 (6,66) Rotavirus 01 (1,00) 00 (0,00)
Cryptosporidium spp. +Coronavirus
+ E. coli
E. coli + Coronavirus 05 ( 5,00) 01 (3,33) Coronavirus 01 (1,00) 00 (0,00)
E. coli + Coronavirus+ 05 ( 5,00) 00 (0,00) E.coli+ Rotavirus + 01 (1,00) 00 (0,00)
Cryptosporidium spp. Cryptosporidium spp.
E. coli + Rotavirus 03 ( 3,00) 00 (0,00) Rotavirus + 01 (1,00) 00 (0,00)
Cryptosporidium spp.
Cryptosporidium spp. 03 ( 3,00) 01 (3,33) Salmonella sp. 00 (0,00) 00 (0,00)
Rotavirus 03 ( 3,00) 00 (0,00) Estrongilideos 00 (0,00) 00 (0,00)
n = numero de amostras isoladas
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FIGURA 10. Frequéncia de deteccdo de enteropatdgenos, sozinhos e em
associacado em amostras fecais de 100 bezerros com diarréia e 30 bezerros sem

diarréia, de uma propriedade em Comodoro / MT (2006).
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TABELA 9. Deteccao da fimbria de adesédo K99 (F5) em amostras de Escherichia
coli isoladas de bezerros Nelore com diarréia e clinicamente sadios, de uma
propriedade em Comodoro / MT (2006).

FIMBRIA K99 (F5) Diarréia Sem Diarréia
n (%) N (%)
Amostras positivas 4 ( 580) 0 ( 0,00)
Amostras negativas 65 (194,20) 20 (100,00)
Total 69 (100,00 ) 20 (100,00 )

n = nimero de amostras isoladas
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TABELA 10. Detecgdo de enteropatdégenos® sozinhos e em associagdo em
amostras fecais de 100 bezerros com diarréia e 30 bezerros sem diarréia, de uma
propriedade em Comodoro / MT (2006). *Apenas foram consideradas as cepas
de E. coli K99*, sendo as demais cepas excluidas do numero total de

enteropatégenos.

Diarréia Controle
Enteropatégenos n (%) n (%)

Cryptosporidium spp. 23 (23,00) 03 (10,00)

Coronavirus 06 ( 6,00) 01 ( 3,33)
Rotavirus 06 ( 6,00) 00 ( 0,00)
Coronavirus + 05 ( 5,00) 00 ( 0,00)
Cryptosporidium spp.

E. coli K99* 04 ( 400) 00 ( 0,00)
Rotavirus + 03 ( 3,00) 00 ( 0,00)
Coronavirus

Rotavirus + 02 (200) 00 ( 0,00)
Cryptosporidium spp.

Salmonella sp. 00 ( 0,00) 00 ( 0,00)
Estrongilideos 00 ( 0,00) 00 ( 0,00)

n = niumero de amostras isoladas
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FIGURA 11. Deteccdo de enteropatdogenos® sozinhos e em associagdo em
amostras fecais de 100 bezerros com diarréia e 30 bezerros sem diarréia, de uma

propriedade em Comodoro / MT (2006). *Apenas foram consideradas as cepas de E. coli K99", sendo

as demais cepas excluidas do numero total de enteropatogenos.



49

RESULTADOS

25

20 -

15

10

N° DE BEZERROS

23

20

ﬁgﬁﬂ

1SEM 2°SEM 3*SEM 4*SEM 5*SEM 6°SEM 72SEM 8°SEM 92 SEM

SEMANAS DE VIDA

m CASOS DE DIARREIA

FIGURA 12. Distribuicdo dos casos de diarréia em 100 bezerros da raca Nelore,

ao longo de 9 semanas de vida, em Comodoro / MT (2006).
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TABELA 11. FreqUéncia dos enteropatdgenos em amostras de fezes diarréicas

de 100 bezerros da raga Nelore distribuidos em 4 faixas etarias (1 a 15, 16 a 30,
31 a 45 e 46 a 60 dias), de uma propriedade em Comodoro / MT (2006).

FAIXAS ETARIAS (DIAS)

01 - 15 16 - 30 31- 45 46 - 60
ENTEROPATOGENOS n (%)* n (%)* n (%)* n (%)* Total**
Escherichia coli 02 (50,00) 17 ( 68,00) 34 (69,38) 16 (72,72) 69
Cryptosporidium spp. 01 (25,00) 07 ( 28,00) 14 (28,57) 08 (36,36) 30
Coronavirus 00 (0,00) 04 ( 16,00) 06 (12,24) 04 (18,18) 14
Rotavirus 01 (25,00) 03 ( 12,00) 04 (8,16) 03 (13,63) 11
Nao isoladas 01 (25,00) 07 ( 28,00) 09 (18,37) 04 (18,18) 21
Total de bezerros com 04 (100,00) 25 (100,00) 49 (100,00) 22 (100,00) 100 (100,00)
diarréia
Total de patégenos 04 31 58 31 145
isolados**
n = amostras testadas
* Patdgenos isolados em relagdo ao numero de bezerros com diarréia.
** Total de patégenos isolados nas 100 amostras de fezes de bezerros com diarréia.
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FIGURA 13. Freqléncia dos enteropatdégenos em amostras de fezes diarréicas de

100 bezerros da raga Nelore distribuidos em 4 faixas etarias (1 a 15, 16 a 30, 31 a
45 e 46 a 60 dias), de uma propriedade em Comodoro / MT (2006).
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TABELA 12. Freqiéncia dos enteropatdgenos em amostras de fezes diarréicas de
100 bezerros da raga Nelore distribuidos em 2 faixas etarias (1 a 30 e 31 a 60

dias), de uma propriedade em Comodoro / MT (2006).

FAIXAS ETARIAS (DIAS)

01 - 30 31 - 60
ENTEROPATOGENOS n (%)* n (%)* Total**
Escherichia coli 19 (65,52) 50 (70,42) 69
Cryptosporidium spp. 08 (27,59) 22 (130,98) 30
Coronavirus 04 (13,80) 10 (14,08 ) 14
Rotavirus 04 (13,80) 07 ( 9,86) 11
Nao isoladas 08 (27,59) 13 (18,30) 21
Total de bezerros com 29 (100,00) 71 (100,00)
diarréia
Total de patégenos 43 102
isolados**
n = amostras testadas
* Patégenos isolados em relagdo ao numero de bezerros com diarréia.
** Total de patégenos isolados nas 100 amostras de fezes de bezerros diarréicos.
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FIGURA 14. Frequéncia dos enteropatdgenos em amostras de fezes diarréicas de
100 bezerros da raga Nelore distribuidos em 2 faixas etarias (1 a 30 e 31 a 60

dias), de uma propriedade em Comodoro / MT (2006).
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TABELA 13. Frequéncia dos enteropatdgenos, em monoinfecgdes e em infecgdes
mistas em amostras de fezes diarréicas de 100 bezerros da raga Nelore
distribuidos em 4 faixas etarias (1 a 15, 16 a 30, 31 a 45 e 46 a 60 dias), de uma
propriedade em Comodoro / MT (2006).

FAIXAS ETARIAS (DIAS)

0-15 16 - 30 31 - 45 46 - 60 Total
ENTEROPATOGENOS n ( %) n (%) n (%) n (%)
Escherichia coli 01 (25,00) 08 (32,00) 20 (40,81) 05 (22,72) 34
Cryptosporidium spp. 00 ( 0,00) 00 ( 0,00) 02 ( 4,08) 01 ( 4,54) 3
Coronavirus 00 ( 0,00) 00 ( 0,00) 01 ( 2,04) 00 ( 0,00) 1
Rotavirus 01 (25,00) 00 ( 0,00) 01 ( 2,04) 01 ( 4,54) 3
Cryptosporidium spp. + Escherichia coli 01 (25,00) 04 (16,00) 09 (18,37) 06 (27,27) 20
Coronavirus + Escherichia coli 00 ( 0,00) 00 ( 0,00) 02 ( 4,08) 03  (13,63) 5
gg;;re":’_vci;}::olf;jryptosrwridiumSPP-+ 00 ( 0,00) 03 (12,00) 02 ( 4,08) 00 ( 0,00) 5
Escherichia coli + Rotavirus 00 ( 0,00) 02 ( 8,00) 01 ( 2,04) 00 ( 0,00) 3
Coronavirus + Rotavirus 00 ( 0,00) 01 ( 4,00) 01 ( 2,04) 00 ( 0,00) 2
Cryptosporidium spp. + Rotavirus 00 ( 0,00) 00 ( 0,00) 01 ( 2,04) 00 ( 0,00) 1
SoErso;haev,l’rcuhs’;g;,)’tavlrus 00 ( 0,00) 00 ( 0,00) 00 ( 0,00) 01 ( 4,54) 1
5‘2::;,2‘,73;,-5%7,?0”0”‘“"7spp' 00 ( 0,00) 00 ( 0,00) 00 ( 0,00) 01 ( 4,54) 1
Nio isoladas 01 (25,00) 07 (28,00) 09 (18,37) 04 (18,18) 21
Total 04 (100,00) 25 (100,00) 49  (100,00) 22 (100,00) 100

n = amostras testadas
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TABELA 14. Frequéncia dos enteropatdgenos, em monoinfecgdes e em infecgdes
mistas, em amostras de fezes diarréicas de 100 bezerros da raca Nelore
distribuidos em 2 faixas etarias (1 a 30 e 31 a 60 dias), de uma propriedade em
Comodoro/ MT (2006).

FAIXAS ETARIAS (DIAS)

1-30 31- 60 Total

Enteropatégenos n (%) n (%)

Escherichia coli 09 (31,03) 25 (35,21) 34
Cryptosporidium spp. 00 ( 0,00) 03 ( 422) 3
Coronavirus 00 ( 0,00) 01 ( 1,41) 1
Rotavirus 01 ( 3,44) 02 ( 282) 3
Cryptosporidium spp. + Escherichia coli 05 (17,24) 15 (21,12) 20
Coronavirus + Escherichia coli 00 ( 0,00) 05 ( 7,04) 5
Coronavirus + Cryptosporidium spp.+ Escherichia coli 03 (10,34) 02 ( 2,82) 5
Escherichia coli + Rotavirus 02 ( 6,89) 01 (141) 3
Coronavirus + Rotavirus 01 ( 3,44) 01 ( 141) 2
Cryptosporidium spp. + Rotavirus 00 ( 0,00) 01 ( 1,41) 1
Coronavirus + Rotavirus+ Escherichia coli 00 ( 0,00) 01 ( 1,41) 1
Rotavirus + Cryptosporidium spp. + Escherichia coli 00 ( 0,00) 01 ( 1,41) 1
Nao isoladas 08 (27,58) 13 (18,31) 21
Total 29 (100,00) 71 (100,00) 100

n = amostras testadas
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TABELA 15. Perfil de sensibilidade a antimicrobianos pelo teste de difusdo de
disco em 69 cepas de Escherichia coli, isoladas de amostras de fezes de bezerros
da raga Nelore com diarréia e de 20 cepas de E. coli isoladas de amostras de
fezes de bezerros da raga Nelore sem diarréia (grupo controle), de uma
propriedade em Comodoro / MT (2006).

Grupo com Diarréia Grupo Controle
Sensiveis Resistentes Sensiveis Resistentes
Antimicrobianos n (%) n (%) Total n (%) n (%) Total
. 64 92,75 5 7,25 69 20 100,00 0 00,00 20
Enrofloxacina ( ) ( ) ( ) ( )
. 64 92,75 5 7,25 69 20 100,00 0 00,00 20
Norfloxacina ( ) ( ) ¢ ) ( )

. 63 91,30 6 8,70 69 20 100,00 0 00,00 20
Gentamicina ( ) ( ) ¢ ) ( )

. 63 91,30 6 8,70 69 20 100,00 0 00,00 20
Florfenicol ( ) ( ) ¢ ) ( )
Sulfametoxazol + 63 (91,30) 6 ( 870) 69 20 (100,00) 0 (00,00) 20
Trimetoprim

. 61 88,40 8 11,60 69 17 85,00 3 15,00 20
Ceftiofur ( ) ( ) ( ) ( )

- 55 79,71 14 20,29 69 13 65,00 7 35,00 20
Neomicina ( ) ( ) ( ) ( )

- 48 69,56 21 30,44 69 14 70,00 6 30,00 20
Tetraciclina ( ) ( ) ( ) ( )

- 47 68,11 22 31,89 69 13 65,00 7 35,00 20
Ampicilina ( ) ( ) ( ) ( )
n = numero de cepas testadas
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FIGURA 15. indices de sensibilidade e resisténcia aos antimicrobianos testados
nas 69 cepas de E. coli isoladas a partir de 100 amostras de fezes diarréicas de
bezerros da ragca Nelore com até 60 dias de idade de uma propriedade em
Comodoro / MT (2006).
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FIGURA 16. indices de sensibilidade e resisténcia aos antimicrobianos testados
nas 20 cepas de E. coli isoladas a partir de 30 amostras de fezes dos bezerros da
raca Nelore, sem diarréia, com até 60 dias de idade de uma propriedade em

Comodoro / MT (2006).
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TABELA 16. Frequéncia das cepas de Escherichia coli, isoladas de 100 amostras
fecais de bezerros da raca Nelore, com diarréia, e de 30 amostras fecais de
bezerros da raca Nelore, sem diarréia, frente a sensibilidade e resisténcia aos

antimicrobianos testados, de uma propriedade em Comodoro / MT (2006).

Bezerros com Diarréia Bezerros sem Diarréia

Escherichia coli n (%) n (%)
Sensivel a todos antimicrobianos testados 36 ( 52,17 ) 8 (40,00)
Resistente a 1 antimicrobiano 8 ( 11,59) 3 ( 15,00)
Resistente a 2 antimicrobianos 10 ( 14,49) 7 (35,00)
Resistente acima de 2 antimicrobianos 15 (21,73) 2 ( 10,00)

Total 69 (100,00 ) 20 (100,00 )
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TABELA 17. Enterobactérias isoladas em cultura pura e em associagbes em
amostras fecais diarréicas de 100 bezerros da raca Nelore, de uma propriedade
em Comodoro / MT (2006).

ENTEROBACTERIAS n (%)
Escherichia coli 64 (64,00)
Citrobacter sp 6 ( 6,00)
Hafia alvei 5 ( 5,00)
Klebsiella pneumoniae 5 ( 5,00)
Enterococcus sp 3 ( 3,00)
Enterobacter sp 3 ( 3,00)
Proteus mirabilis 2 ( 2,00)
Morganella sp 1 ( 1,00)
Pseudomona aeruginosa 1 ( 1,00)
E. coli + Citrobacter sp 2 ( 2,00)
K. pneumoniae + Enterococcus sp 2 ( 2,00)
E. coli + Enterococcus sp 1 ( 1,00)
E. coli + Enterobacter sp 1 ( 1,00)
E. coli + K. pneumoniae 1 ( 1,00)
K. pneumoniae + Morganella 1 ( 1,00)
Amostras Negativas 2 ( 2,00)
TOTAL 100 (100,00)
n= numero de amostras
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FIGURA 17. Enterobactérias isoladas em cultura pura e em associagdes em
amostras fecais diarréicas de 100 bezerros da raga Nelore, de uma propriedade
em Comodoro / MT (2006).
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TABELA 18. Enterobactérias isoladas em cultura pura e em associagbes em
amostras fecais de 30 bezerros da ragca Nelore, sem diarréia, de uma propriedade
em Comodoro / MT (2006).

ENTEROBACTERIAS n (%)
Escherichia coli 10 (33,33)
Klebsiella pneumoniae 3 (10,00)
Enterobacter sp 1 ( 3,33)

E. coli + Enterobacter sp 4 (13,33)
E. coli + K. pneumoniae 2 ( 6,66)
E. coli + Enterobacter sp + K. pneumoniae 1 ( 3,33)
E. coli + Enterococcus sp 1 ( 3,33)
E. coli + Citrobacter sp 1 ( 3,33)
E. coli + Hafnia alvei 1 ( 3,33)
K. pneumoniae + Citrobacter sp 1 ( 3,33)
Enterococcus sp + Citrobacter sp 1 ( 3,33)
Amostras Negativas 4 (13,33)
TOTAL 30 (100,00)
n= numero de amostras
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FIGURA 18. Enterobactérias isoladas em cultura pura e em associagdes em
amostras fecais diarréicas de 100 bezerros da raca Nelore, de uma propriedade
em Comodoro / MT (2006)
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TABELA 19. Enterobactérias isoladas em cultura pura e em associagdées em 100
amostras fecais de bezerros com diarréia e 30 amostras fecais de bezerros sem

diarréia, de uma propriedade em Comodoro / MT (2006).

Bezerros com Diarréia Bezerros sem Diarréia

ENTEROBACTERIAS N (%) N (%)
Escherichia coli 64 (64,00) 10 (33,33)
Citrobacter sp 6 ( 6,00) 0 ( 0,00)
Heafia alvei 5 ( 5,00) 0 ( 0,00)
Klebsiella pneumoniae 5 ( 5,00) 3 (10,00)
Enterococcus sp 3 ( 3,00) 0 ( 0,00)
Enterobacter sp 3 ( 3,00) 1 (3,33)
Proteus mirabilis 2 ( 2,00) 0 ( 0,00)
Morganella sp 1 ( 1,00) 0 ( 0,00)
Pseudomona aeruginosa 1 ( 1,00) 0 ( 0,00)
E. coli + Citrobacter sp 2 ( 2,00) 1 ( 3,33)
K. pneumoniae + Enterococcus sp 2 ( 2,00) 0 ( 0,00)
E. coli + Enterococcus sp 1 ( 1,00) 1 ( 3,33)
E. coli + Enterobacter sp 1 ( 1,00) 4 (13,33)
E. coli + K. pneumoniae 1 ( 1,00) 2 ( 6,66)
E. coli + H. Alvei 0 ( 0,00) 1 ( 3,33)
E. coli + Enterobacter sp + K. pneumoniae 0 ( 0,00) 1 ( 3,33)
K. pneumoniae + Morganella 1 ( 1,00) 0 ( 0,00)
K. pneumoniae + Citrobacter sp 0 ( 0,00) 1 ( 3,33)
Enterococcus sp + Citrobacter sp 0 ( 0,00) 1 ( 3,33)
Amostras Negativas 2 ( 2,00) 4 (13,33)
TOTAL 100 (100,00) 30 (100,00)

n= nimero de amostras
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FIGURA 19. Enterobactérias isoladas, em cultura pura e em associacdes, em 100
amostras fecais de bezerros com diarréia e 30 amostras fecais de bezerros sem

diarréia, de uma propriedade em Comodoro / MT (2006).
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TABELA 20. Presencga de onfalopatias em bezerros da raga Nelore, com até 60

dias de idade, com e sem diarréia, de uma propriedade em Comodoro / MT (2006).

Bezerros com Diarréia Bezerros sem Diarréia
Onfalopatias n (%) n (%)
Ausentes 57 ( 57,00) 30 (100,00 )
Presentes 43 ( 43,00) 00 ( 00,00)
Total 100 (100,00 ) 30 (100,00 )

n = niumero de amostras isoladas
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6. DISCUSSAO

Estudos sobre a determinagdo dos enteropatégenos envolvidos na
sindrome da diarréia neonatal dos bovinos enfocam principalmente aqueles
animais voltados a producdo de leite e submetidos ao sistema de criacao
intensivo, sendo escassos os estudos que envolvem os bezerros de corte
criados extensivamente, como os da raca Nelore. Portanto, em alguns
momentos os resultados obtidos neste estudo foram comparados com os
resultados encontrados em bezerros leiteiros.

As alteragdes macroscopicas das fezes de bezerros com diarréia
encontradas neste trabalho coincidem com o trabalho de BENESI (1999), que
afirma que a visualizacdo dessas alteragdes sempre que quadros diarréicos
estado instalados, e que as mesmas sao dependentes do manejo alimentar e da
forma de atuacdo dos enteropatégenos. No entanto segundo o mesmo autor
ndo ha patognomia entre essas alteragbes e o envolvimento de determinado
enteropatégeno.

Em 70% das amostras de fezes do grupo controle foi identificado a
presenga dos microorganismos estudados. Enquanto que em 79% das
amostras de fezes diarréicas foi identificada a presenga de algum dos agentes.
Esta frequéncia de ocorréncia corrobora com os resultados obtidos por
SNODGRASS et al. (1986) na Escécia e na Inglaterra e McDONOUGH et al.
(1994) nos Estados Unidos da América (EUA), que observaram a presencga
destes agentes respectivamente em 72% das amostras de fezes diarréicas de
bezerros de corte e leite e 86% das amostras de fezes diarréicas de bezerros
de leite, contudo FAGAN et al. (1995) na Irlanda e LANGONI et al. (2004) no
Brasil avaliando amostras fecais diarréicas de bezerros de leite obtiveram
indices de ocorréncia bem superiores aos deste estudo, 98,1% e 100%
respectivamente.

Os indices de isolamento de microorganismos, nos 2 grupos de bezerros

estudados, se deram principalmente pela alta taxa de isolamento da
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Escherichia coli que corresponderam a 69% e 66,66% das amostras estudadas
respectivamente no grupo de bezerros com e sem diarréia, elevando a
frequéncia de ocorréncia dos microorganismos nestes grupos. Este resultado
foi previsivel ja que esta bactéria coloniza o intestino de bezerros logo apés o
nascimento passando a pertencer a microbiota intestinal normal destes animais
(CASTRO & YANO, 1992).

A deteccdo de enteropatdogenos do grupo de bezerros com diarréia
diferiu do grupo controle, embora a detec¢cdo do Cryptosporidium spp. e do
coronavirus em bezerros sem diarréia demonstra a participacdo de todos os
bezerros como uma importante fonte de infeccdo. Contudo esses dados nao
puderam ser comparados com estudos nacionais, pois trabalhos desenvolvidos
na detecgdo em conjunto dos enteropatégenos em bezerros de corte com e
sem diarréia s&o inexistentes.

A ocorréncia da monoinfeccdo em 51,89% das amostras diarréicas
positivas para enteropatégenos encontrados neste experimento, coincide com
os resultados de ALVES (1997), que observou a participacdo de apenas um
enteropatdégeno em 55,6% das amostras fecais; de FAGAN et al. (1995), que
verificaram a monoinfecgdo em 46,23%; de SNODGRASS et al. (1986) e de
ABRAHAM et al. (1992), embora esses ultimos autores constataram maiores
indices de frequéncia da monoinfeccdo, 85% e 69,2% respectivamente.
Contudo esses achados discordam de ACRES et al. (1983), que afirmam que a
ocorréncia da combinacdo de varios enteropatdgenos é mais comum que a
participacdo de um simples agente.

A E. coli foi o enteropatdogeno mais frequentemente isolado tanto no
grupo de bezerros com diarréia quanto no grupo controle, apresentando-se no
primeiro grupo em 69% (69/100) das amostras, sendo isoladamente em 34%
(34/100) e associado a outros enteropatdogenos em 35% (35/100) das
amostras. Estes resultados coincidem com os descritos em outros trabalhos
(CASTRO & YANO, 1992; FAGAN et al., 1995; MENDONCA et al., 1996;
ALVES, 1997; MOTA et al., 2000; LANGONI et al., 2004), onde se observam a
maior frequéncia de isolamento deste microorganismo em relagdo aos demais
agentes envolvidos com a diarréia em bezerros neonatos.

As cepas de E. coli isoladas no grupo de animais com diarréia e

no grupo controle apresentavam como cultura pura em 64% e 33,33%
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respectivamente. Outras espécies de bactérias como a Hafia alvei, Klebsiella
pneumonia, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa e 0s géneros
Citrobacter sp., Enterococcus sp., Enterobacter sp. € Morganella sp também
foram isolados em culturas puras ou em associagao tanto no grupo de animais
com diarréia quanto no grupo controle, refletindo a presenga destes
microorganismos na microbiota normal de bezerros.

A deteccédo da fimbria de adesao K99 (F5) em 5,8% (4/79) das cepas de
E. coli isoladas a partir de fezes de bezerros com diarréia, representa 4% do
total de amostras diarréicas testadas neste estudo, sendo semelhante aos
resultados obtidos por SNODGRASS et al. (1986) que observaram também a
presenca da K99 em 4% das amostras de fezes diarréicas testadas através da
aglutinagdo com antisoro especifico para K99, assim como no presente
experimento esses autores também nao detectaram esta fimbria de adeséao
nas amostras de fezes dos bezerros sadios. Contudo taxas de deteccao da E.
coli K99 em pesquisas realizadas na Etiopia (ABRAHAM et al., 1992), na
Espanha (De La FUENTE et al., 1999) constataram respectivamente a K99 em
11,1% e 27,8% das amostras de fezes de bezerros leiteiros com diarréia. No
Brasil, ALVES (1997) também analisando fezes diarréicas de bezerros leiteiros
constatou através de soroaglutinagdo a participagao desta fimbria em 36,85%
das 38 linhagens de E. coli. isoladas, ja AVILA et al. (2000) isolaram a K99 em
31,3% (31) de amostras de fezes diarréicas de bezerros de corte, enquanto
que SALVADORI et al. (2003) obtiveram resultados semelhantes ao presente
estudo ao detectar a K99 em 7,3% das amostras de fezes diarréicas de
bezerros de corte. Contudo GANABA et al. (1995) no Canada, ndo detectaram
a K99 em fezes diarréicas de bezerros de corte, enquanto que CABALAR et al.
(2001) na Turquia e LANGONI et al. (2004) no Brasil também nao observaram
a K99 nas amostras de fezes diarréicas de bezerros leiteiros.

A ndo observagdo da E. coli K99" em 94,2% das cepas de E. coli
testadas neste trabalho levanta a possibilidade do envolvimento de outros
fatores de colonizagao, da producao de toxinas e a subsequiente participagao
de outras cepas de E. coli, além da E. coli enterotoxigénica, na etiologia da
colibacilose em bezerros neonatos, ja descritos no Brasil (YANO et al., 1986;
AVILA et al, 1988; YANO et al., 1988; LEITE et al, 1989; LAGE et al., 1993;
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LAZARO et al., 1994a; AVILA et al., 1996; ALVES et al., 1997; UGRINOVICH
et al, 2002; LEOMIL et al., 2003; SALVADORI et al., 2003).

Em relagcdo ao teste de sensibilidade realizado nas cepas de E. coli

isoladas do grupo de bezerros com diarréia e do grupo controle, houve
concordancia nos resultados, observando maior efetividade da enrofloxacina,
norfloxacina, gentamicina, florfenicol e da associacdo de sulfametoxazol e
trimetoprim e maiores indices de resisténcia frente a neomicina, tetraciclina e
ampicilina. Estes resultados foram semelhantes aos de ZEMAN et al. (1989),
nos EUA e de LAZARO et al. (1994a,b), no Brasil, que detectaram maior
sensibilidade aos antimicrobianos gentamicina e associacao de sulfa com o
trimetoprim. MOTA et al. (2000) e MENDONCA et al. (1996), no Brasil, embora
tenham detectado também altos indices de sensibilidade a gentamicina,
enrofloxacina e ao florfenicol ndo obtiveram indices semelhantes a associacao
de sulfa com o trimetoprim.

Maiores taxas de resisténcia aos antimicrobianos neomicina, ampicilina
e a tetraciclina também foram observadas por todos os autores descritos logo
acima.

LANGONI et al. (1990), no Brasil, também comprovaram a eficacia da
enrofloxacina no tratamento de bezerros leiteiros desprovidos de colostro e
desafiados com E. coli.

Em Israel, testando a sensibilidade de cepas de E. coli isoladas a partir
de bezerros de leite ZIV (1976), observou que a gentamicina (90%) e a
ampicilina (70%) foram os antimicrobianos mais efetivos, enquanto que a maior
taxa de resisténcia foi vista frente a neomicina (90%), resultados que
discordam em parte dos resultados do presente trabalho, j4 que ampicilina
como descrita anteriormente obteve baixa efetividade frente as cepas de E.
coli.

Cabe ressaltar que os perfis de sensibilidade e resisténcia das cepas de
E. coli podem variar de acordo com fatores relacionados a populacao
bacteriana existente e ao uso indiscriminado de antimicrobianos (LAZARO et
al, 1994b; MENDONCA et al., 1996; MOTA et al., 2000), sendo comprovado
neste estudo pela alta taxa de resisténcia as tetraciclinas em relagdo aos

demais antimicrobianos testados, ja que produtos a base de tetraciclina eram
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utilizados na rotina de tratamento de diversas enfermidades encontradas na
fazenda estudada.

A auséncia do isolamento de bactérias do género Salmonella difere dos
resultados de outros autores (SNODGRASS et al., 1986; MACKIE et al., 1996;
MENDONCA et al., 1996; ALVES, 1997; NIETFELD & KENNEDY, 1999;
LANGONI et al., 2004; PEREIRA et al., 2004), que a partir do cultivo de fezes
diarréicas de bezerros com até 6 semanas de vida, obtiveram frequéncia de
isolamento do género Salmonella entre 3,43% a 33,69% das amostras
testadas. Contudo o resultado encontrado neste estudo foi semelhante aos de
ABRAHAM et al. (1992), FAGAN et al. (1995) e MOTA et al. (2000) que nao
observaram a presenga deste enteropatégeno em fezes diarréicas de bezerros
com até 8 semanas de idade. Bezerros com salmonelose podem desenvolver
sinais sistémicos de septicemia, algumas vezes pneumonia e alteragdes
hepaticas, podendo vir a 6bito antes mesmo de apresentar diarréia. Desta
forma o isolamento desta bactéria no grupo de bezerros estudados pode ter
sido prejudicado, ja que nenhum dos animais com diarréia apresentava sinais
clinicos de septicemia e nem apresentava estrias de sangue em suas amostras
fecais, sinais estes encontrados nas fezes diarréicas da maioria dos bezerros
com salmonelose (REBHUN, 1995; NIETFELD & KENNEDY, 1999;
RADOSTITIS et al., 2002).

Os rotavirus ja foram identificados em diversos paises como a Costa
Rica (SIMHON et al, 1984), Escécia e Inglaterra (SNODGRASS et al., 1986),
Etiopia (ABRAHAM et al., 1992), Trinidad e Tobago (KAMINJOLO &
ADESIYUN, 1994), Irlanda (FAGAN et al., 1995), Espanha (DE LA FUENTE et
al., 1999); Franca (NACIRI et al., 1999) e Turquia (CABALAR et al., 2001),
tendo taxas de prevaléncia de isolamento respectivamente de 50%, 50%,
16,7%, 27,7%, 38,9%, 21,55%, 9,6% e 11,1%, comprovando a participacéo
deste enteropatdégeno na sindrome da diarréia neonatal nos paises estudados.
No Brasil, diversos autores também comprovaram a participacdo do rotavirus
na diarréia em bezerros leiteiros (JEREZ et al., 1987; BRITO, 1994; ALVES,
1997; BARBOSA et al., 1998; BUZINARO et al., 2000; LANGONI et al., 2004),
onde as frequéncias de isolamento variaram de 7,17% a 36%. J4 em bezerros
de corte os relatos nacionais sao escassos, sendo observada a presenca do

rotavirus em fezes diarréicas de bezerros de corte pela primeira vez no Brasil
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por BUZINARO et al. (2003), que detectaram em 3 estacbes de paricao
seguidas com surtos de diarréia, frequéncias de 82,4%, 41,7% e 62,5%.
Contudo estes bezerros eram submetidos ao sistema de criagdo semi-
extensivo e pertenciam as racas Nelore, Angus e Simental. A ocorréncia de
11% de rotavirus em fezes diarréicas de bezerros Nelore criados
extensivamente encontrada neste estudo foi semelhante a diversos estudos
nacionais em bezerros leiteiros, contudo esta bem aquém dos resultados
encontrados por BUZINARO et al. (2003), o que pode ser explicado pela maior
probabilidade de detectar rotavirus durante surtos de diarréia (LUCCHELLI et
al., 1992).

A auséncia do rotavirus nas amostras de fezes do grupo controle, pode
ser explicada por BUZINARO et al. (2000), que observaram relagdo positiva
entre a presenca do rotavirus e fezes diarréicas e por BARBOSA et al. (1998)
que detectaram a presenga de diarréia em 100% dos bezerros positivos para
rotavirus.

Os rotavirus detectados neste estudo através da EGPA pertenciam ao
Grupo A. No Brasil esse grupo de rotavirus também foi identificado em
bezerros diarréicos de leite (BRITO, 1994; BUZINARO & JEREZ, 1998;
BUZINARO et al., 2000; ALFIERI et al., 2004) e de corte (BUZINARO et al.,
2003; ALFIERI et al., 2004).

Desde a sua descricdo por MEBUS et al. em 1973, os coronavirus vém
sendo detectados por diversos autores a partir da analise de amostras fecais
de bezerros com diarréia, em frequéncia de ocorréncia variando entre 2,75% a
38,9% (ENGLAND, 1977; SNODGRASS et al., 1986; ABRAHAM et al., 1992;
FAGAN et al.,, 1995; DE LA FUENTE et al., 1999; NACIRI et al, 1999) e
segundo o estudo de ABRAHAM et al. (1992) o coronavirus foi identificado
como o principal enteropatdogeno envolvido com a diarréia em neonatos
bovinos. No Brasil, JEREZ et al. (2002) identificaram pela primeira vez o
coronavirus a partir de amostras de fezes diarréicas de bezerros leiteiros, nesta
ocasido os autores detectaram a ocorréncia do coronavirus em 38,8% das
amostras, sendo em relacdo ao rotavirus o virus mais prevalente. A deteccao
do coronavirus em fezes de bezerros de corte com diarréia encontrada neste
estudo foi também superior a deteccdo do rotavirus, contudo o indice de

ocorréncia de 14% é baixo em relagao aos achados de JEREZ et al. (2002).
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Segundo TAKIUCHI et al. (2006) o uso da reagcao em cadeia pela

polimerase semi-nested (SN — PCR) desenvolvida pelos autores e utilizada
neste estudo apresenta uma maior sensibilidade na detecgdo do coronavirus a
partir de amostras congeladas, em relagéo a outras técnicas de PCR ou outras
formas de diagndstico do coronavirus. TAKIUCHI et al. (2006) detectaram o
coronavirus em 32% (8/25) das amostras de fezes congeladas de bezerros
com diarréia de corte e leite, enquanto que neste estudo o coronavirus foi
detectado em apenas 14% das amostras. Em seu grupo controle (n=15)
TAKIUCHI et al. (2006) ndo detectaram a presenga do coronavirus, entretanto
neste experimento o coronavirus foi detectado em 3,33% (1/30) das amostras
do grupo controle.

O Cryptosporidium spp. foi detectado em bovinos de 3 dias a animais
adultos, contudo a infecgdo quando ocorre em animais acima de 4 meses de
idade apresenta-se de forma branda e os animais adultos tornam-se
disseminadores assintomaticos do parasita (QUILEZ et al., 1996; HUETINK et
al., 2001). Segundo diversos autores, as vacas assintomaticas desempenham
papel importante no inicio do surto de diarréia pelo Cryptosporidium spp
(AURICH et al., 1990).

O Cryptosporidium spp foi o segundo enteropatogeno mais
frequentemente encontrado nos bezerros com diarréia estudados (30/100),
confirmando os resultados de outros autores que apontam este parasita como
um dos principais enteropatdgenos, sendo em muitos casos o principal agente
identificado a partir de fezes de bezerros com diarréia com até 60 dias de vida
(SNODGRASS et al., 1986; MODOLO et al., 1988; FAGAN et al., 1995; De La
FUENTE et al, 1999; NACIRI et al., 1999; JOACHIM et al., 2003), contudo
ABRAHAM et al. (1992) ndo detectaram a presenca do patdgeno nas fezes
diarréicas de bezerros de leite na Etidpia, sendo este achado semelhante aos
de MOTA et al. (2000), que também n&o detectaram o Cryptosporidium spp.
em bezerros lactentes Nelore.

Neste estudo a freqléncia de ocorréncia do protozoario foi maior no
grupo com diarréia (30/100) do que no grupo controle (3/30), sendo este
achado semelhante aos resultados descritos por outros autores (KAMINJOLO
et al., 1993; QUILEZ et al., 1996). Entretanto em outros estudos n&o foram

notadas diferencas significativas entre as taxas de ocorréncia do parasita nos
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animais sadios e naqueles apresentando diarréia (SNODGRASS et al.,1986;
GARCIA & LIMA, 1994). Enquanto que FEITOSA et al. (2004) determinaram
que entre os bezerros leiteiros, positivos para Cryptosporidium spp.,
aproximadamente 70% n&o apresentavam quadro de diarréia.

Avaliando 203 amostras fecais de bezerros leiteiros com diarréia
LANGONI et al. (2004) constataram a presenga de poucos ovos de
estrongilideos em apenas 2,5% das amostras testadas, enquanto que neste
trabalho ndo foi constatada a presenca destes patdogenos em nenhuma
amostra de fezes. Provavelmente isso seja um reflexo da forma extensiva de
criagao e devido ao uso de antihelminticos periodicamente no animais.

A associagdo entre a E. coli e o Cryptosporidium spp. foi a mais
frequente, podendo ser explicada pela maior frequéncia de deteccido destes 2
enteropatégenos, seguida da associagao da E. coli, Cryptosporidium spp. € 0
coronavirus e da associagao da E. coli e o coronavirus.

Considerando apenas as cepas de E. coli K99" (4/100) isoladas das
fezes de bezerros diarréicos como enteropatdégenos, ou seja, descartando as
outras cepas de E. coli, o Cryptosporidium spp passou a ser o agente mais
freqlente, seguido pelo coronavirus, rotavirus e pela E. coli K99*, porém pelos
motivos discutidos anteriormente neste capitulo, optou-se neste trabalho por
considerar todas as cepas de E. coli, abordando separadamente a participacao
das cepas E. coli K99".

A auséncia de morte entre os bezerros com diarréia e a nao observagao
de diferencga significativa entre os pesos a desmama dos 2 grupos, contrariou
varios autores que apontaram a mortalidade e a queda no desenvolvimento
ponderal como um dos principais fatores relacionados com a diarréia neonatal
em bezerros de corte (LIBERAL, 1989; MAGALHAES et al., 1991; CLEMENT et
al., 1993; WITTUM et al., 1994; MOTA et al., 2000). O uso de medicamentos
logo apds a observagdo dos primeiros sinais de diarréia, pode ter contribuido
para a auséncia de casos fatais entre os bezerros com diarréia, fato esse
também observado por CLEMENT et al. (1995) estudando 5 rebanhos de corte
nos EUA, onde a diarréia tinha alta morbidade e baixa mortalidade.

A distribuicdo etaria dos casos de diarréia demonstrou uma maior
ocorréncia dos casos entre a 52 e 82 semana, com pico na 6% semana de vida,

contudo os enteropatdgenos encontrados nas fezes destes animais tiveram



71
DISCUSSAQ

distribuicdo homogénea dentro destas semanas. Provavelmente a maior
ocorréncia dos casos de diarréia ocorrendo dentro do periodo acima citado,
possa ser provocada pela elevacao da taxa de lotacdo e do desafio pelos
enteropatdégenos. Além do acesso dos bezerros a reservatdrios com agua
estagnada e contaminada com fezes de bezerros e animais adultos, tornando
essas cacimbas importantes fontes de infeccédo para esses bezerros.

A presenca de onfalopatias em 43% dos bezerros com diarréia e a
auséncia destas doengas nos bezerros do grupo controle, comprova o
envolvimento destas enfermidades com a diarréia neonatal bovina e corrobora
com varios autores (CLEMENT et al., 1993; BOLAND et al., 1995; FEITOSA,
1999; SILVA et al., 2001).

Além de promover perdas econdmicas a pecuaria bovina de corte, os
enteropatdégenos encontrados neste estudo apresentam carater zoondtico
importante, principalmente para as populagbes envolvidas com a criagao
destes animais. Por isso chama-se a atencdo para a necessidade de trabalhos
cientificos que determinem a participagdo destes agentes e possibilitem a
adocdo de medidas profilaticas especificas para o controle destas

enfermidades.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados do presente experimento, pode-se concluir que:

1) A consisténcia liquida, a coloragdo esverdeada, o odor fétido e a
auséncia de estrias de sangue foram os aspectos macroscopicos

predominantes nas amostras de fezes dos animais com diarréia.

2) Os casos de diarréia nos bezerros estudados com até 60 dias de
idade, se concentraram principalmente entre a 52 e a 8% semana de vida, nao
sendo possivel a correlacdo da faixa etaria com um determinado

enteropatdgeno responsavel.

3) A Escherichia coli teve freqliéncia de isolamento semelhante nos 2
grupos estudados, sendo pertinente, pois esta bactéria estda presente na

microbiota intestinal de bezerros.

4) A presenca da fimbria de adesao K99 (F5) foi verificada em 5,8% das
cepas de E. coli isoladas de amostras fecais dos bezerros com diarréia e nao
detectada nas amostras dos bezerros normais, confirmando a sua importancia

como agente etiolégico.

5) O Cryptosporidium spp., coronavirus e o rotavirus foram mais
frequentemente encontrados nas amostras fecais dos bezerros diarréicos,
confirmando o envolvimento destes agentes na etiologia da diarréia em

bezerros de corte criados extensivamente.

6) Salmonella sp nao foi isolada em nenhuma amostra de fezes dos dois
grupos pesquisados, estando de acordo com as caracteristicas clinicas das

fezes dos animais estudados.
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7) Foi identificado um grande numero de animais com detecg&o de 2 ou
mais patodgenos, principalmente no grupo com diarréia, o que ressalta a
importancia da associagdo entre os agentes pesquisados na etiologia da

diarréia.

8) A enrofloxacina, norfloxacina, gentamicina, florfenicol e a associagao
de sulfametoxazol com o trimetoprim foram os antimicrobianos mais efetivos,
enquanto que a tetraciclina, neomicina e a ampicilina os que apresentaram

maiores indices de resisténcia.

9) Nao houve diferengas dos pesos a desmama entre os bezerros dos 2

grupos.

10) A presenca de onfalopatias apenas nos bezerros com diarréia,
evidencia a associagdo desta enfermidade com a diarréia em bezerros

neonatos.
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ANEXO 1. Deteccdo dos enteropatdgenos estudados em amostras fecais
diarréicas, perfil de sensibilidade e resisténcia das cepas de E .coli a
antimicrobianos, avaliagdo macroscopica do umbigo e das fezes de bezerros
com diarréia, Comodoro — MT (2006).
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ANEXO 2. Detecgao dos enteropatdgenos estudados em amostras fecais, perfil
de sensibilidade e resisténcia das cepas de E .coli a antimicrobianos, avaliagcédo
macroscopica do umbigo e das fezes de bezerros sem diarréia (Grupo
Controle), Comodoro — MT (2006).
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ANEXO 3. Enterobactérias isoladas de amostras fecais diarréicas de bezerros
Nelore, Comodoro-MT (2006).
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ANEXO 4. Enterobactérias isoladas de amostras fecais de bezerros Nelore
sem diarréia, Comodoro-MT, (2006).
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